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ABSTRACT 
er Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR) ist ein Liganden-abhängiger Transkriptionsfaktor, 
der zur Familie der basic helix-loop-helix-Per-Arnt-Sim (bHLH-PAS) Proteine gehört. 
Am besten bekannt durch seine Rolle bei der Toxizität und Kanzerogenität von polychlorier-
ten/polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen, wurde er in diesem Zusammenhang 
weitestgehend untersucht. Auch wenn seine physiologische Rolle noch nicht eindeutig geklärt 
wurde, zeigen aktuelle Studien, dass der AhR in vielen anderen Bereichen wie Zellwachstum, 
–differenzierung und Apoptose, aber auch bei der Regulation des Immunsystems eine wichti-
ge Rolle spielt.  
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden Knochenmarkzellen adulter C57BL/6 Mäu-
se isoliert und in Gegenwart von GM-CSF in vitro ausdifferenziert. Die adhärente Population 
konnte antigenpräsentierenden MHCII+ Zellen, mit dem Charakter CD11c+ dendritischer Zel-
len und F4/80+ Makrophagen, zugeordnet werden. Nach Behandlung myeloider Zellen mit 
LPS, zeigten die gewonnenen Mediumüberstände in HepG2-Zellen eine signifikante und teil-
weise AhR-abhängige CYP1A1-Induktion im EROD-Assay, aber auch eine signifikant erhöh-
te CYP1A1-Genexpression. Gleichzeitig konnte durch die konditionierten Mediumüberstände 
myeloider Zellen eine Inhibition der TCDD-induzierten CYP1A1-Aktivität festgestellt wer-
den. Ein Teil der inhibitorischen Wirkung konnte auf hohe Gehalte  inflammatorischer Zyto-
kine IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α in Mediumüberständen zurückgeführt werden. Diese Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass bei einer Infektion/Inflammation Immunzellen Substanzen 
sezernieren, welche die Aktivität des Arylhydrocarbon Rezeptors beeinflussen. Welche Ver-
bindung(en) in Mediumüberständen LPS-stimulierter Zellen für die induktive Wirkung des 
CYP1A1 auf Enzym- und mRNA-Ebene verantwortlich ist/sind, bedarf weiterer Untersu-
chungen.  
D 
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Weiterhin wurde die Wirkung des bekannten AhR-Agonisten 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-
dioxin (TCDD), sowie des biologisch aktiven Vitamin D3-Metaboliten und physiologischen 
VDR-Liganden Calcitriol untersucht. Beide Substanzen zeigten modulierende Effekte auf 
Viabilität/Proliferation sowie Ausschüttung und Genexpression inflammatorischer Zytokine 
in myeloiden Zellen. Es konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass beide Verbindungen die 
Expression der AhR und VDR Targetgene Cyp1a1 und Cyp24a1 induzierten. Die Expression 
des Cyp1a1 stieg durch Behandlung myeloider Zellen mit Calcitriol in gleichem Maße an, wie 
durch Inkubation mit TCDD. Für Cyp24a1 ergab sich eine stark erhöhte Expression durch 
Calcitriol und eine wesentlich geringere, aber dennoch statistisch signifikant gesteigerte Ex-
pression durch Inkubation mit TCDD. Nach Co-Inkubation mit beiden Substanzen konnte ein 
zeitabhängiger Synergismus bezüglich der Cyp1a1-Expression ermittelt werden. Für Cyp24a1 
wurde durch Co-Inkubation mit TCDD und Calcitriol eine signifikante Verringerung der Ex-
pression beobachtet. Ferner zeigte sich nach „Blockierung“ des Ah-Rezeptors durch seinen 
Antagonisten CH223191, zusätzlich zur Inhibition der Cyp1a1-Expression, auch eine statis-
tisch hoch signifikante Hemmung der Cyp24a1-Expression. Die Ergebnisse deuten stark dar-
auf hin, dass die Transkriptionsfaktoren AhR und VDR in einer Beziehung zueinander stehen 
und für die adäquate Funktion des jeweils anderen Rezeptors notwendig sind. Dieser Zusam-
menhang liefert einen interessanten Ansatz für weiterführende Forschung und würde einen 
besseren Einblick in die physiologische Rolle des „Dioxin-Rezeptors“ AhR liefern. 
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ABSTRACT 
he arylhydrocarbon receptor (AhR) is a ligand-dependent transcription factor belonging 
to the family of basic helix-loop-helix-Per-Arnt-Sim (bHLH-PAS) proteins. Best known 
for its role in mediating toxicity and carcinogenicity of environmental chemicals like polych-
lorinated / polycyclic aromatic hydrocarbons, the AhR has been widely studied in this context 
for many decades, but its physiological role remains still unrevealed. Recent investigations 
show the involvement of AhR in many other areas including cell growth, differentiation, 
apoptosis as well as function in the immune system, indicating its role in many different phy-
siological processes.  
Within the framework of this doctoral thesis bone marrow cells of adult C57BL/6 mice were 
isolated and differentiated in vitro in the presence of GM-CSF. Adherent cells turned out to be 
antigen presenting MHCII+ cells, showing the character of CD11c+ dendritic cells and F4/80+ 
macrophages. After treatment with bacterial endotoxin LPS, supernatants of bone marrow 
derived cells showed a significant and partially AhR-dependent induction of CYP1A1-activity 
in HepG2 cells. The inductive effect could also be observed on mRNA level. In addition, su-
pernatants of LPS-treated bone marrow derived cells caused a significant suppression of 
TCDD-induced EROD activity in human hepatoma cells by co-treatment with TCDD and 
supernatants. Increased concentrations of inflammatory cytokines IL-1α, IL-1β, IL-6 and 
TNF-α in supernatants of bone marrow derived immune cells could be proven to relevantly 
contribute to the inhibitory effect on TCDD-induced EROD activity. These results indicate 
that during an infection/inflammation immune cells are producing different substances which 
affect the activity of the AhR and maybe result in a crosstalk between different cell types. The 
aspect regarding the induction of CYP1A1 activity and gene expression needs further investi-
gation. 
T 
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Further, effects of the potent AhR agonist 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) and 
the physiological VDR ligand Calcitriol were investigated in murine bone marrow derived 
cells. Both compounds showed modulating effects on viability/proliferation of myeloid cells 
as well as on secretion and gene expression of inflammatory cytokines. It could be shown for 
the first time that both, Calcitriol and TCDD, have an influence on the expression of AhR and 
VDR target genes Cyp1a1 and Cyp24a1. After treatment of murine myeloid cells with Calci-
triol expression of Cyp1a1 reached similarly increased values as after treatment with TCDD. 
Incubation with Calcitriol resulted in dramatically high gene expression of Cyp24a1. TCDD 
also led to a rise of Cyp24a1 gene expression, but on a significantly lower scale compared to 
Calcitriol. After co-treatment with both compounds a time-dependent synergistic effect was 
observed concerning Cyp1a1. No synergism could be determined after simultaneous treatment 
of bone marrow derived cells with TCDD and Calcitriol regarding the expression of Cyp24a1. 
The expression of Cyp24a1 even significantly decreased referred to treatment with Calcitriol 
alone. In addition, inhibition of AhR with its antagonist CH223191 resulted not only in a sig-
nificant decrease of Cyp1a1 expression, but also in a significantly diminished gene expression 
of Cyp24a1. These data suggest a strong interaction between the two transcription factors 
AhR and VDR, maybe requiring each other for their proper function. This possible interaction 
provides an interesting approach for further research and would give a better insight into the 
physiological role of AhR. 
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1. EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG 
eit seiner Entdeckung in den 1970er Jahren hat der Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR) für 
die Wissenschaft nicht an Faszination verloren und bietet noch immer spannenden For-
schungsstoff. Der Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktor der basic helix-loop-helix/Per-
Arnt-Sim Familie ist dadurch bekannt geworden, dass er nach Bindung einer Reihe verschie-
dener polyzyklischer/polychlorierter Kohlenwasserstoffe, wie beispielsweise 2,3,7,8-
Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) oder Benzo[a]pyren, eine Genbatterie reguliert und die 
meisten, wenn nicht alle, damit verbundenen Toxizitäten und adverse Effekte, darunter En-
zyminduktion, Hepatotoxizität oder Immuntoxizität, vermittelt (Holsapple et al. 1991; 
Schrenk et al. 1995; IARC, 1997; Nebert et al. 2004). In den letzten Jahren wurde seine Rolle 
in vielen anderen Prozessen wie Zelldifferenzierung und –proliferation aber auch bei der Re-
gulation des Immunsystems deutlich (Hanieh, 2013; Hao et al. 2013; Nguyen et al. 2013). 
Seine tatsächliche physiologische Rolle bleibt aber noch immer unklar. 
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden myeloide Zellen aus dem Knochenmark 
adulter, männlicher C57BL/6 Mäuse isoliert. Nach einer Kultivierungs- und Differenzie-
rungsdauer von 10 Tagen in Gegenwart des Wachstumsfaktors GM-CSF und anschließender 
Behandlung mit dem bakteriellen Endotoxin LPS wurden die Zellen mittels durchflusszyto-
metrischer Analyse der Oberflächen-Antigen-Marker immunologisch charakterisiert. An-
schließend wurde die Interaktion zwischen diesen isolierten und ausdifferenzierten myeloiden 
Zellen und immortalisierten Hepatomzellen im Rahmen des AhR-Signalweges untersucht um 
Hinweise auf die physiologische Rolle des AhR-Rezeptors und eventuelle endogene Liganden 
zu erhalten. Hierfür wurden Mediumüberstände der murinen Zellen, mit und ohne LPS-
Stimulation, in Hepatomzellen inkubiert und bezüglich Zellvitalität, EROD-Aktivität und 
CYP1A1-Expression auf mRNA-Ebene mit und ohne zusätzliche TCDD-Induktion analysiert. 
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Da sich die sekretorische Aktivität von Immunzellen bei einer Infektion ändert, wurde auch 
untersucht wie sich der Zytokinstatus im Mediumüberstand der differenzierten Knochen-
markzellen mit und ohne Stimulation durch LPS hinsichtlich bekannter Entzündungsmarker 
wie Stickoxid (NO) und Zytokine IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α unterscheidet. Aber auch die 
Auswirkungen dieser Zytokine auf die Vitalität sowie CYP1A1-Aktivität in humanen Hepa-
tomzellen HepG2 standen im Forschungsmittelpunkt.  
Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung zweier Substanzen auf die muri-
nen myeloiden Zellen untersucht. Zum einen von 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin 
(TCDD), des wahrscheinlich potentesten Liganden des Arylhydrocarbon-Rezeptors, und zum 
anderen von 1,25(OH)2Vitamin-D3 (Calcitriol), dem physiologischen Liganden des Vitamin-
D-Rezeptors (VDR). Hierbei war die Beziehung und die Wechselwirkung zwischen den bei-
den Rezeptoren AhR und VDR von besonderem Interesse und sollte u.a. Hinweise auf die 
physiologische Funktion des AhR liefern. 
 
 
KAPITEL 2 
 
2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN 
2.1 Immunsystem 
as Immunsystem (immunis, lat. „von etwas frei sein“) steht im biologischen Sinne für 
das Abwehrsystem biologischer Organismen gegenüber fremden Stoffen oder Lebewe-
sen wie Bakterien, Viren und Parasiten. Es differenziert zwischen eigenen und fremden Struk-
turen und trägt so zur Erhaltung individueller Integrität bei. Klassisch unterscheidet man zwi-
schen der angeborenen und der adaptiven Immunabwehr (Schütt, 2006; Rink, 2012). 
Die angeborene oder unspezifische Immunabwehr ist in allen biologischen Organismen ein-
schließlich Pflanzen und Mikroorganismen vorhanden, sie dient der ersten Abwehr einged-
rungener Fremdstoffe und reagiert bereits innerhalb von Stunden (Hoffmann et al. 1999). Die 
Struktur der dabei beteiligten Proteine ist im Genom des Organismus festgelegt und kann 
nicht angepasst werden. Das angeborene Immunsystem wird in drei Bereiche unterteilt: me-
chanische und physiologische Barrieren, zelluläre Bestandteile, sowie humorale Bestandteile. 
Zu mechanischen und physiologischen Barrieren zählen z.B. die Haut, Schleimhäute sowie 
antimikrobielle und proteolytische Enzyme in Tränen, Speichel und Magen. Zelluläre Be-
standteile zirkulieren im Blut und kommen in Geweben vor. Dazu gehören Monozyten, Mak-
rophagen, Granulozyten, dendritische Zellen und natürliche Killerzellen, sie bekämpfen in 
den Organismus eingedrungene fremde Strukturen durch Phagozytose und können durch Aus-
schüttung von Zytokinen andere Abwehrzellen aktivieren und zum Entzündungsort mobilisie-
ren, auf diese genannten Zellen wird in folgenden Kapiteln näher eingegangen. Unter humora-
len Bestanteilen versteht man kleine Plasmaproteine, welche nicht aktiv zur Infektionsstelle 
D 
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wandern, sondern passiv im Blut bzw. Gewebsflüssigkeit zirkulieren, dazu zählen Interleuki-
ne und das Komplementsystem (Akira et al. 2006; Schütt, 2006). 
Das adaptive Immunsystem ist hingegen eine spezifische, recht langsame Abwehr mit einer, 
für jedes Pathogen, angepassten, erworbenen Immunantwort. Dies führt zu einem immunolo-
gischen Gedächtnis des Organismus, wodurch eine schnellere Reaktion und somit eine Im-
munität bei einer Re-Infektion gegeben ist. Zu den Zellen des adaptiven Immunsystems gehö-
ren Lymphozyten, die sich durch einen großen, runden Kern und einen schmalen Zytoplasma-
saum auszeichnen. Dabei differiert man zwischen B- und T-Lymphozyten bzw. B- und T-
Zellen. Beide besitzen klonal verteilte Rezeptoren für Antigene, B-Zell-Rezeptoren (BCR) 
bzw. T-Zell-Rezeptoren (TCR) (Schütt, 2006; Murphy, 2012). 
2.1.1 Zellen des Immunsystems 
Die Reifung von Immunzellen aus Stammzellen findet durch graduelle Differenzierung in 
primären lymphatischen Organen, dem Thymus und dem Knochenmark statt (Abbildung 1).  
 
Abbildung 1: Entwicklung hämatopoetischer Zellen aus Knochenmarkstammzellen. CTL=zytotoxische 
T-Lymphozyten; DC=dendritische Zellen; MΦ=Makrophagen; NK=natürliche Killerzellen; TH=T-
Helferzellen; Treg=regulatorische T-Zellen (nach Schütt, 2006). 
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Nach abgeschlossener Reifung wandern die Zellen in die sekundären lymphatischen Organe – 
Lymphknoten, Milz und das mukoassoziierte lymphatische Gewebe – und besiedeln diese 
(Schütt, 2006; Domen et al. 2011). Einzelne Zellarten sowie deren Aufgaben werden in fol-
genden Abschnitten näher beschrieben, wobei im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein beson-
deres Augenmerk den Makrophagen, dendritischen Zellen und Granulozyten gilt. 
2.1.1.1 Natürliche Killerzellen, Mastzellen, B- und T-Lymphozyten 
Als natürliche Killerzellen werden Lymphozyten bezeichnet, welche spezifisch infizierte Zel-
len, Tumorzellen und Antikörper-markierte Zellen eliminieren. Mastzellen hingegen sind 
große, Granula haltige Zellen in Geweben und Schleimhäuten. Nach Erkennen von Erregern, 
setzen sie toxische Inhaltsstoffe der Granula innerhalb von Sekunden frei und starten durch 
Zytokinausschüttung eine Entzündungsreaktion (Schütt, 2006; Rink, 2012). 
Den Namen erhielten B-Zellen von ihrem Bildungsort in der Bursa fabricius bei Vögeln. 
Beim Menschen und einigen Säugetieren reifen B-Lymphozyten im Knochenmark (bone 
marrow) und besitzen Antigenrezeptoren – B-Zell-Rezeptoren. Nach Aktivierung reifen B-
Zellen zu Plasmazellen, welche große Mengen an Immunglobulin produzieren und sezernie-
ren (Schütt, 2006; Rink, 2012). 
Das „T“ in der Bezeichnung der T-Zellen steht für Thymus, dem Ort, an dem diese Zellen 
ausreifen. Man unterscheidet dabei zwei Populationen: T-Helferzellen und zytotoxische T-
Zellen. T-Helferzellen sind für die Optimierung der Immunantwort verantwortlich. Sie kön-
nen die Antikörperproduktion in B-Zellen aktivieren und Makrophagen beim Eliminieren 
aufgenommener Mikroorganismen helfen. Regulatorische T-Zellen (Tregs) hingegen suppri-
mieren die Immunantwort und schützen den Organismus so vor einer Überreaktion des Im-
munsystems. Zytotoxische T-Zellen sind auf die Beseitigung infizierter Zellen spezialisiert. 
Durch T-Zell-Rezeptoren (TCR) auf ihrer Oberfläche erkennen T-Zellen die präsentierten 
Antigene (Schütt, 2006; Murphy, 2012). 
2.1.1.2 Makrophagen 
Schon lange werden Makrophagen als immunologische Effektorzellen angesehen. Bereits vor 
100 Jahren beschrieb Ilja Metschnikow die Phagozytose und die Annahme, dass Aktivierung 
von Phagozyten der Schlüssel zur Immunität sei. Dafür erhielt er zusammen mit Paul Ehrlich 
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und seiner Entdeckung des adaptiven Immunsystems 1908 den Nobelpreis für Physiologie 
oder Medizin (Gordon, 2007; Nathan, 2008; Mosser et al. 2008). 
Makrophagen sind mononukleäre Phagozyten. Sie gehören zu Zellen des angeborenen Im-
munsystems und entwickeln sich aus pluripotenten Vorläuferzellen im Knochenmark und 
parentalen Monozyten, welche im Blut zirkulieren und sich nach Einwandern in das Gewebe 
zu Makrophagen differenzieren. Je nach Gewebe, in dem sie vorkommen, tragen sie verschie-
dene Namen, so heißen z.B. Makrophagen in der Leber Kupffer’sche Zellen, im zentralen 
Nervensystem Mikroglia und im Bindegewebe Histiozyten (Mosser et al, 2008; Verschoor et 
al. 2012). Ohne diese erstaunlichen phagozytierenden Zellen wäre ein Organismus zum Über-
leben nicht fähig. So beseitigen sie täglich ca. 2×1011 alternder Erythrozyten, recyceln das 
Eisen und Hämoglobin und stellen es dem Organismus wieder zur Verfügung. Rasch und ef-
fizient entfernen sie Bruchstücke apoptotischer Zellen. Diese Prozesse laufen unabhängig von 
Immunzell-vermittelten Signalen ab und bedürfen keiner oder nur geringer Produktion von 
Zytokinen. Im Kontrast dazu führt die Phagozytose nekrotischer Zellbruchstücke oder anderer 
Pathogene zu dramatischen physiologischen Änderungen der Makrophagen. Diese Bruchstü-
cke aus nekrotischen Prozessen enthalten Fragmente wie Hitzeschock-Proteine, Histone, 
DNA und andere Nukleotide, welche als endogene Gefahrensignale wirken. Makrophagen 
erkennen diese Gefahrensignale mit Hilfe von Toll-like Rezeptoren (TLRs) und des IL-1-
Rezeptors. Aufnahme dieser nekrotischer Bruchstücke bzw. Pathogene bewirkt in den Mak-
rophagen die Antigenpräsentation auf ihrer Oberfläche sowie Produktion von Zytokinen und 
proinflammatorischen Mediatoren einschließlich IL-1α, IL-1β, IL-6, TNF-α, TGF-β, PDGF, 
FGF und Stickoxid (NO), wodurch eine Immunantwort in Gang gesetzt wird (Huang et al. 
2002; Akira et al. 2006; Mosser et al. 2008; Serbina et al. 2008). 
In vitro lassen sich Makrophagen aus Knochenmarkzellen mit Hilfe von Wachstumsfaktoren 
generieren. Dabei bietet M-CSF die Möglichkeit zur spezifischen Differenzierung CD11c-
negativer und F4/80-positiver Makrophagen. Die Verwendung des GM-CSF bei der Kultivie-
rung von Knochenmarkzellen bietet eine weitere Möglichkeit der Makrophagen-Generierung, 
jedoch unterscheiden sich diese morphologisch von denen mit M-CSF gebildeten Zellen 
(Schuetze et al. 2005; Zanoni et al. 2009; Marim et al. 2010). 
2.1.1.3 Dendritische Zellen 
Dendritische Zellen wurden zum ersten Mal von Paul Langerhans im Jahre 1868 visualisiert, 
jedoch nahm er fälschlicherweise an, dass es sich hierbei um Nervenzellen der Haut handelt. 
Erst über 100 Jahre später zeigten Steinman und Cohn, dass es sich bei den Zellen mit ver-
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zweigten zytoplasmatischen Ausläufern um eine neue Klasse von Monozyten handelt und 
brachten diese mit dem Immunsystem in Verbindung (Langerhans, 1868; Steinman and Cohn, 
1973). 
Dendritische Zellen sind eine heterogene Population professioneller, Antigen-präsentierender 
Zellen und entwickeln sich je nach Art aus Vorläuferzellen im Knochenmark, Blut oder Ge-
webe (Liu et al. 2010; Van de Laar et al. 2012). Im stabilen Zustand des Organismus, aber 
auch bei Verletzungen oder einer Infektionen, patroulieren dendritische Zellen im Körper auf 
der Suche nach Erregern und Pathogenen wie Viren, Bakterien oder Toxinen. Sobald sie die 
Antigene erkannt haben, nehmen sie diese durch Makropinozytose auf, konvertieren diese in 
kleine Fragmente und präsentieren sie zusammen mit Haupt-histokompatibilitätskomplexen I 
und II (MHC I und MHC II) auf ihrer Zelloberfläche. Mit dieser Information wandern die nun 
reifen Immunzellen in Milz und Lymphknoten, aktivieren dort B-Zellen zur spezifischen An-
tikörperproduktion gegen die zuvor erkannten Antigene und aktivieren auch T-Zellen, welche 
einen spezifischen Angriff starten und die „Eindringlinge“ zerstören. So bilden dendritische 
Zellen die Verbindung zwischen dem angeborenen und adaptiven Immunsystem (Banchereau 
et al. 2000; Liu et al. 2010). 
Zahlreiche Publikationen widmen sich der Generierung dendritischer Zellen in vitro. Eine der 
meist verbreiteten Methoden ist die Entwicklung dendritischer Zellen aus Knochenmarkzellen 
unter Verwendung von GM-CSF und u.a. einigen Zusätzen wie IL-4 oder TNFα. Jedoch er-
hält man dabei in jedem Fall eine Mischpopulation verschiedener Zelltypen, neben dendriti-
schen Zellen auch Makrophagen, Granulozyten und Megakaryozyten (Metcalf et al. 1986; 
Inaba et al. 1992; Scheicher et al. 1992; Lutz et al. 1999). 
2.1.1.4 Granulozyten 
Granulozyten sind eine Kategorie von Leukozyten und werden auf Grund ihrer verschieden 
geformten Kernen auch als polymorphkernige Leukozyten bezeichnet. Man unterscheidet drei 
Arten der Granulozyten – Neutrophile, Eosinophile und Basophile, deren Namen sich anhand 
der Färbung des Protoplasmas ergeben haben. Neutrophile machen unter normalen Umstän-
den 40-70 % aller Leukozyten aus, während Eosinophile und Basophile zusammen nur 5 % 
ausmachen. Eine gemeinsame morphologische Eigenschaft der Granulozyten ist das Inneha-
ben vieler Granula im Zytoplasma dieser Zellen. Während Neutrophile und Eosinophile die 
Granula für Verdauung und Zerstörung phagozytierter Partikel nutzen, sind bei den Basophi-
len die Granula mit Histamin gefüllt, welches nach lokaler Abgabe in inflammatorischen Re-
gionen eine vasodilatative Wirkung hat (Bos, 1997).  
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In einem ca. zweiwöchigen Prozess reifen Granulozyten aus Vorläuferzellen im Knochen-
mark. Im Falle einer Infektion gelangen sie durch einen Chemokin-vermittelten Prozess über 
das Blut ins betroffene Gewebe. Dort nehmen sie die infektionsauslösenden Mikroben und 
Erreger durch Phagozytose auf und verdauen diese. Des Weiteren sezernieren sie zur Be-
kämpfung der Erreger zytotoxische Substanzen wie z.B. Wasserstoffperoxid, aber auch anti-
mikrobielle Proteine und Peptide wie z.B. Defensine (Clark et al. 1975; Lehrer et al. 1993).  
Als neuen Abwehrmechanismus entdeckte die Arbeitsgruppe Brinkmann et al. kürzlich das 
NET – Neutrophils Extracellular Traps. Bei einer Aktivierung der Neutrophile in vitro mit 
Phorbolmyristatester (PMA), Interleukin 8 (IL-8) oder Lipopolysacchariden (LPS) bilden 
diese aus granulären Proteinen und Chromatin eine faserige Matrix, mit welcher Bakterien 
gebunden und virulente Faktoren degeneriert werden (Brinkmann et al. 2004). 
In vitro gelingt die Generierung neutrophiler Granulozyten aus Leukozyten des peripheren 
Blutes, nach Aufreinigung und Trennung von anderen zellulären Bestandteilen und Proteinen 
durch Zentrifugation und anschließende Kultivierung über einen längeren Zeitraum von über 
16 Tagen unter Zugabe des Granulozyten Kolonie-stimulierenden Faktors (G-CSF) und Inter-
leukin-3 (IL-3) (DeBruyn et al. 2003). 
2.1.2 Oberflächenmerkmale von Immunzellen 
Immunzellen besitzen Moleküle auf ihrer Zelloberfläche, welche je nach Differenzierungs- 
und Aktivierungsgrad ein charakteristisches Profil aufweisen und somit auch der Identifizie-
rung verschiedener Zellen dienen. Dies ist besonders nützlich, wenn makroskopisch / mor-
phologisch keine Differenzen vorliegen. Zur Markierung und Unterscheidung der Leukozyten 
wurden tausende monoklonaler Antikörper produziert, die mit Oberflächenmolekülen reagie-
ren sollten und sorgten so mit ihren verschiedenen Namen für Verwirrung. Um deshalb die 
Kommunikation zu erleichtern, wurden Antikörper, die mit ähnlichen Antigenen reagierten zu 
Clustern – CD, „cluster of differentiation“ – zusammengefasst und die Cluster bekamen lau-
fende Nummern (Chan et al. 1988; Schütt, 2006). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wer-
den die in murinen myeloiden Zellen durchflusszytometrisch untersuchten Oberflächenmarker 
CD11c, F4/80 und MHC II kurz beschrieben. 
CD11c ist ein Transmembranprotein, welches zusammen mit CD18 einen Rezeptorkomplex 
CD11c/CD18 bildet und an verschiedenen biologischen Eigenschaften wie der Zelladhäsion, 
Antigenpräsentation, Zytotoxizität oder Phagozytose beteiligt ist. Insbesondere wird CD11c 
auf der Oberfläche dendritischer Zellen exprimiert, findet sich aber in einem geringen Aus-
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maß auch auf anderen Zellen wie Monozyten, Makrophagen und natürlichen Killerzellen 
wieder (Stewart et al. 1995; Corbi et al. 1997; Singh-Jasuja et al. 2013). 
F4/80 ist ein Glykoprotein, welches als Marker zur Detektion von reifen Makrophagen dient. 
Er ist zwar ein selektiver, jedoch kein exklusiver Makrophagenmarker, da sowohl Eosinophile 
als auch epithelial-ähnliche Zellen diesen Antikörper binden (Penn et al. 1993; Leenen et al. 
1994). 
MHC II (Major Histocompatibility Complex Class II) ist eine Klasse heterodimerer integraler 
Membranproteine, welche von Antigen-präsentierenden Immunzellen (einschließlich dendri-
tischer Zellen, Monozyten, Makrophagen und B-Zellen) auf ihrer Oberfläche präsentiert und 
von T-Zellen (CD4+) erkannt werden (Lutz et al. 2002; Ting et al. 2002). 
2.2 Arylhydrocarbon Rezeptor 
Der Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR) bietet seit fast 40 Jahren spannenden Forschungsstoff 
für Naturwissenschaftler. Seit seiner Entdeckung im Jahre 1976 (Poland et al. 1976) wurde er 
primär als Ligand-abhängiger Transkriptionsfaktor mit dem durch polyzyklische und/oder 
halogenierte aromatische Kohlenwasserstoffe verursachten Mechanismus in Verbindung ge-
bracht, wodurch er auch den Namen „Dioxin-Rezeptor“ erhielt (Okey et al. 1979; Poland et 
al. 1982). In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass er zusätzlich in zahlreichen anderen Be-
reichen wie z.B. grundlegender Zellbiologie, Entwicklung des Organismus oder im Immun-
system eine Rolle spielt (Puga et al. 2005; Harper et al. 2006; Stevens et al, 2009; Marlowe et 
al. 2005). Weiterhin konnte eine Wechselbeziehung des AhR mit anderen Liganden-
aktivierten Transkriptionsfaktoren wie dem Estrogen-Rezeptor, Glucocorticoid-Rezeptor, 
Retinoid-Rezeptor oder dem EGF-Rezeptor nachgewiesen werden (Matthews et al. 2006; 
Beischlag et al. 2008; Haarmann-Stemmann et al. 2009; Denison et al. 2011). Bis heute sind 
jedoch seine eigentliche physiologische Funktion und evolutionärer Hintergrund nicht eindeu-
tig geklärt.  
Der Ah-Rezeptor ist ein intrazelluläres, zytoplasmatisches Protein und gehört zur Familie der 
basic helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim (bHLH/PAS) Transkriptionsfaktoren. Nach Bindung 
eines Liganden reguliert der AhR die Expression einer großen Anzahl verschiedener Gene 
(Burbach et al. 1992; Fukunaga et al. 1995, Denison et al. 2003). Die nachfolgende Abbil-
dung 2 zeigt schematisch den Aufbau des Ah-Rezeptors mit seinen funktionellen Domänen.  
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau des Ah-Rezeptors mit funktionellen Domänen (nach Denison et al. 
2002). 
 
Am N-Terminus befindet sich die basic Region (b), welche für die Bindung des Transkripti-
onsfaktors an die DNA verantwortlich ist. An die b-Region angrenzend ist die HLH-Domäne, 
die die Interaktion mit anderen Proteinen ermöglicht (Jones, 2004). Es folgt die PAS-Region 
(Per-Arnt-Sim) mit den zwei Domänen PAS-A und PAS-B. Diese Domänen weisen eine gro-
ße Sequenzhomologie zu Proteindomänen auf, die ursprünglich in der Drosophila gene period 
(Per) und single-minded (Sim) und dem AhR-Dimerisierungspartner, dem Arylhydrocarbon 
Receptor Nuclear Translocator (ARNT) gefunden wurden (Ema et al. 1992). Die PAS-
Domänen unterstützen die Interaktion des AhR mit anderen PAS-haltigen Proteinen, wie z.B. 
ARNT. Innerhalb der PAS-B Domäne befindet sich die Ligandenbindungsdomäne, welche 
spezifische, für die Bindung des Liganden benötigte Aminosäuren, enthält (Coumailleau et al. 
1995; Goryo et al. 2007). Schließlich befindet sich am C-Terminus des Proteins eine Gluta-
min-reiche Region (Q-Region), welche an der Rekrutierung und Transaktivierung von Co-
Aktivatoren beteiligt ist (Kumar et al. 2001). 
2.2.1 AhR-Signaltransduktion 
Der schematische Mechanismus AhR-vermittelter Signaltransduktion ist in der nachfolgenden 
Abbildung 3 dargestellt. In Abwesenheit eines Liganden liegt der inaktive Ah Rezeptor in der 
Zelle als ein zytosolischer Multiproteinkomplex mit zwei Hsp90 (heat shock protein 90 kDa), 
p23 (co-chaperone protein 23 kDa) und XAP2 (hepatitis b virus X-associated protein) vor. 
Gelangt nun ein Ligand (z.B. TCDD) in die Zelle, bindet dieser an den Ah Rezeptor durch 
Erkennung der NLS-Region (nuclear localization sequence) in der DNA-bindenden Domäne. 
Nach Dissoziation von XAP2 transloziert der nun aktivierte AhR-Komplex in den Zellkern. 
Im Zellkern werden die Chaperone-Proteine (Hsp90 und p23) durch ARNT, ebenfalls einem 
Mitglied der bHLH/PAS-Familie, verdrängt. Das resultierende AhR/ARNT-Dimer bindet an 
die DRE-Region (dioxin-responsive elements) der DNA und aktiviert mit Hilfe von Co-
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Aktivatoren wie z.B. CBP/p300, SRC-1, NCoA-2, p/CIP, RIP140 die Transkription verschie-
dener Gene wie CYPs, TiPARP oder auch AhRR. AhRR – der konstitutiv aktive Repressor 
des Ah Rezeptors ohne einer Transaktivierungsdomäne – ist die Schlüsselkomponente des 
Rückkopplungssystems des AhR-Signalmechanismus. Dieses Protein bindet kompetitiv an 
den AhR-Dimerisierungspartner ARNT, bildet ein inaktives AhRR/ARNT-Komplex und 
stoppt so die Transkription. AhR wird dabei aus dem Nukleus abtransportiert und durch Pro-
teasome im Zytoplasma abgebaut (Denison et al. 2003; Evans et al. 2008; Fujii-Kuriyama et 
al. 2010; Denison et al. 2011). 
 
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung des AhR-Signalweges (nach Denison et al. 2011). Abkürzungen: 
AhR=Arylhydrocarbon Rezeptor; AhRR= AhR Repressor; ARNT=Arylhydrocarbon Receptor Nuclear 
Translocator; CYP=Cytochrom P450; DRE=Dioxin-responsive element; Hsp90=heat shock protein 90 
kDa; p23=23kDa co-chaperone protein 23; XAP2=hepatitis b virus X-associated protein 2. 
 
Der aktivierte AhR reguliert eine Vielzahl an Genen – die sogenannte AhR-Genbatterie. Dazu 
gehören Gene des Phase I sowie Phase II Fremdstoffmetabolismus, einschließlich der Enzyme 
der Cytochrom P450 (CYP)- Familie, UDP-Glucuronosyltransferase (UGT1A6/UGT1A9), 
Glutathion-S-transferase Ya (GSTYA), Aldehyd-3-dehydrogenase (ALDH3), NAD(P)H: Chi-
nonoxidoreduktase (NQO1) (Rowlands et al. 1997; Schrenk, 1998; Nebert et al. 2000). Die 
Expressionshöhe der genannten Gene ist dabei spezies-, gewebe- und zelltypabhängig (Deni-
son et al. 2003). Die Expressionsunterschiede zwischen den Spezies können dabei auf se-
quenzielle Differenzen in der DRE-Region zurückgeführt werden (Sun et al. 2004). 
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2.2.2 Liganden des AhR 
Der AhR kann ein breites Spektrum strukturell diverser Verbindungen binden und dadurch 
aktiviert werden. Diese Liganden des Ah-Rezeptors können dabei in zwei Hauptkategorien 
eingeteilt werden: Synthetische Liganden – Verbindungen, anthropogenen und nicht-
biologischen Ursprungs – und natürlich vorkommende Liganden – Verbindungen, die in bio-
logischen Systemen als Resultate natürlicher Prozesse entstehen. Verbindungen beider Kate-
gorien werden in den folgenden Kapiteln näher beschrieben. 
2.2.2.1 Synthetische Liganden 
Zu den in der Literatur wohl am besten beschriebenen und charakterisierten Liganden des Ah-
Rezeptors zählen synthetische Verbindungen, die eine hohe Affinität gegenüber dem Rezep-
tor besitzen. Zu dieser Kategorie gehört eine Vielfalt ubiquitär vorkommender, planarer, hyd-
rophober Umweltkontaminanten, wie halogenierte aromatische Kohlenwasserstoffe (HAKs) 
sowie nicht-halogenierte polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAKs). Struktur-
formeln einiger ausgewählter Vertreter dieser synthetischen Liganden sind in der Abbildung 4 
dargestellt. 
 
Abbildung 4: Strukturformeln einiger synthetischer AhR-Liganden. 
 
Diese Verbindungen entstehen als Nebenprodukte infolge chemischer Synthese oder Ver-
brennungsprozesse und sind metabolisch und chemisch sehr persistent. Die wohl prominen-
teste Verbindung dieser synthetischen Substanzen ist 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin, 
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kurz TCDD. Diese ist der potenteste, bislang bekannte Agonist des Ah-Rezeptors. TCDD 
führt zur massiven Expression des CYP1A1 und verursacht eine Reihe verschiedener spezies- 
und gewebespezifischer, toxischer und biologischer Effekte, darunter Chlorakne, Karzinoge-
nität, Teratogenität oder Immunsuppression (Bock, 1993; Hankinson, 1995; Safe, 1995; Deni-
son et al. 2002; Denison et al. 2003). 
2.2.2.2 Natürliche Liganden 
Bei den natürlich vorkommenden, biologischen AhR-Liganden kann nochmals zwischen exo-
genen, also von außen kommenden Verbindungen – z.B. in Lebensmitteln enthaltenen Inhalt-
stoffen – und endogenen, also körpereigenen, Liganden unterschieden werden. 
Viele Lebensmittel wie Obst, Gemüse, Tees oder Kräuter haben Inhaltsstoffe, die den AhR-
Signalweg aktivieren oder inhibieren können. Dazu zählen unter anderem Flavoniode, Poly-
phenole, Carotinoide, Curcumin oder Indol-3-Carbinol (I3C) (Bjeldanes et al. 1991; Gradelet 
et al. 1996; Ciolino et al. 1998; MacDonald et al. 2001; Denison et al. 2003). Diese Verbin-
dungen – einige Strukturformeln in Abbildung 5 dargestellt – sind selbst nur schwache Akti-
vatoren des AhR, das Aktivierungspotential steigt jedoch durch deren metabolische Umwand-
lung. So ist Indolo[3,2b]carbazol (ICZ), das Kondensationsprodukt von I3C, der bislang „na-
türliche“ AhR-Ligand höchster Affinität und ein potenter Induktor AhR-abhängiger Genex-
pression (Gillner et al. 1993; Bjeldanes et al. 1991; Denison et al. 2003). 
 
 
Abbildung 5: Strukturformeln ausgewählter, natürlich vorkommender AhR-Liganden. 
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Seit einigen Jahren suchen Wissenschaftler bona fide nach dem/den „endogenen Liganden“ 
des Ah-Rezeptors zum besseren Verständnis seiner physiologischen und entwicklungsbiologi-
schen Rolle im Organismus. Dabei wurden einige Modelle entwickelt, die auf unterschiedli-
chen Ideen basieren wie z.B., dass sich der AhR im Zuge des adaptiven Metabolismus entwi-
ckelte, um schädliche (noch nicht entdeckte), endogen generierte Verbindungen, z:B. Nebenp-
rodukte enzymatischer Reaktionen, zu eliminieren. Oder, dass der AhR einen Teil eines es-
sentiellen Signalweges bildet, wo er nach Bildung eines endogenen Liganden aktiviert wird 
und so eventuell Entwicklungsprozesse induziert (Nguyen et al. 2008). Von besonderem 
Interesse bei dieser Suche sind Substanzen, von denen man weiß, dass sie in höheren Orga-
nismen endogen synthetisiert werden. In zahlreichen Studien wurden verschiedene Verbin-
dungsklassen auf ihr AhR-Aktivierungspotential untersucht. Einige davon sind in der nach-
stehenden Abbildung 6 aufgeführt. Dabei wurden z.B. Indigo und Indirubin, im Urin vor-
kommende Verbindungen, als endogene Liganden vorgeschlagen, wobei Indirubin als poten-
tere der beiden Substanzen erscheint (Guengerich et al. 2004). Weiterhin werden Häm- und 
Arachidonsäure-Metabolite sowie Tryptophan und seine Metabolite und UV-Photoprodukte 
als endogene Liganden des Ah-Rezeptors diskutiert (Kapitulnik et al. 1993; Heath-Pagliuso et 
al. 1998; Schaldach et al. 1999; Seeds et al. 1999; Kroetz et al. 2002; Nguyen et al. 2008; 
Opitz et al. 2011). 
 
 
Abbildung 6: Mögliche endogene Liganden des Ah-Rezeptors. 
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2.2.3 Rolle des Ah-Rezeptors im Immunsystem 
Viele Jahre wurde der Ah-Rezeptor fast ausschließlich hinsichtlich seiner Rolle in der Phar-
makologie und Toxikologie von Xenobiotika untersucht. Erst in den letzten Jahren stieg das 
Interesse am AhR im Bereich der Immunologie. Die medizinische Beschreibung der Symp-
tome bei Patienten nach einer TCDD-Exposition sowie zahlreiche Tierstudien zeigten mit 
Thymusinvolution, Depletion anderer lymphoider Organe oder Reduktion der Lymphozyten-
zahl und anomale Zytokinproduktion, den gravierenden Einfluss des aktivierten Dioxin-
Rezeptors auf das Immunsystem (Holsapple et al. 1991; Vogel et al. 1997; Stockinger et al. 
2014). Neben der Untersuchung adverser immunologischer Effekte, welche durch Umwelt-
kontaminanten verursacht werden, möchte man auch die grundlegende physiologische Funk-
tion des Ah-Rezeptors im Immunsystem in Abwesenheit von Xenobiotika verstehen. 
Basierend auf Microarray-Untersuchungen nimmt man an, dass der Ah-Rezeptor fast ubiqui-
tär in Zellen des nativen und adaptiven Immunsystems vorkommt, wenn auch in unterschied-
lichen Expressionshöhen, und scheint viele verschiedene Funktionen dieser Zellen zu regulie-
ren (Frericks et al. 2006; Stockinger et al. 2011). So bewirkt die Aktivierung des Ah-
Rezeptors durch einen Liganden wie TCDD eine erhöhte Infiltration von Neutrophilen und 
eine gesteigerte IFNγ Sekretion, was mit einer reduzierten Immunantwort korreliert. Dieser 
Effekt konnte bei Behandlung AhR-defizienter Mäuse mit TCDD nicht beobachtet werden, 
was die AhR-Abhängigkeit des Mechanismus nahelegt, aber noch nicht eindeutig belegt wer-
den konnte (Teske et al. 2005; Hao et al. 2013). 
In Antigen-präsentierenden Zellen – dendritischen Zellen und Makrophagen – steigt der Gen-
expressionslevel des Ah-Rezeptors nicht nur nach Behandlung mit TCDD, sondern auch bei 
Simulation einer Infektion durch Behandlung dieser Zellen mit LPS. Der aktivierte AhR in-
duziert die Differenzierung und Aktivierung dieser Zellen und scheint eine anti-
inflammatorische Rolle zu spielen. So zeigen AhR-defiziente Makrophagen in Folge einer 
LPS-Stimulation eine gesteigerte Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6 
oder TNFα, während dendritische Zellen mit einem AhR-Mangel nach LPS-Behandlung we-
niger des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 produzieren (Kimura et al. 2009; Sekine et 
al. 2009; Hao et al. 2013; Nguyen et al. 2013). 
Auch in Zellen des adaptiven Immunsystems spielt der Ah-Rezeptor eine wichtige Rolle. B-
Lymphozyten sind die einzigen bekannten Zellen, welche Immunglobulin exprimieren und 
nach Aktivierung Antikörper sezernieren. Aktivierung des AhR durch TCDD führt zu Supp-
ression der B-Zellen und somit zu einer beeinträchtigten humoralen Immunantwort u.a. durch 
signifikante Reduktion der Antikörperproduktion (North et al. 2010; Sulentic et al. 2011; Hao 
et al. 2013).  
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Hohe AhR-Expressionslevel wurden auch in T-Lymphozyten, insbesondere in IL-17-
produzierenden T-Helferzellen (Th17), nachgewiesen (Veldhoen et al. 2008). Der AhR regu-
liert die Differenzierung von Th17. So resultiert die Aktivierung des Ah-Rezeptors in einem 
Anstieg der Anzahl von Th17-Zellen sowie einer gesteigerter Zytokinproduktion, wobei diese 
Effekte Ligand-abhängig zu sein scheinen (Nguyen et al. 2013). Die Beeinflussung der T-
Zellen ist von besonderer Bedeutung bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen wie multip-
ler Sklerose, rheumatoider Arthritis oder Myocarditis (Stockinger, 2009; Esser et al. 2009; 
Nguyen et al. 2013; Hao et al. 2013). 
2.3 Vitamin D 
Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts wurde Vitamin D zum ersten Mal mit Rachitis – einer 
Erkrankung des wachsenden Knochens – in Verbindung gebracht. Chemisch gesehen werden 
unter dem Begriff Vitamin D verschiedene Cholesterolderivate zusammengefasst, die nach 
klassischem Verständnis typische Effekte auf die Kalziumhomöostase ausüben. Durch Ein-
wirkung von UVB-Strahlung (280 - 315 nm) wird in der Haut aus 7-Dehydrocholesterol in 
einer photochemischen Reaktion, gefolgt von einer thermischen Umwandlung, das Vitamin 
D3 gebildet. Dieses photochemisch generierte Vitamin D3 wird absorbiert und gelangt in die 
Leber, wo es enzymatisch durch CYP27A1, CYP2R1 zu 25-Hydroxy Vitamin D3 (Calcidiol), 
der im Körper am meisten vorkommenden Vitamin-D-Form, umgewandelt wird. Anschlie-
ßend erfolgt ein weiterer enzymatischer Hydroxylierungsschritt durch das CYP27B1 in der 
Niere, wodurch die biologisch aktive Form, das 1,25(OH)2Vitamin-D3 (Calcitriol), entsteht 
(Abbildung 7). Das Calcitriol erreicht verschiedene Zielgewebe, bindet dort an ein intrazellu-
läres Rezeptorprotein (Vitamin-D-Rezeptor, siehe Kapitel 2.3.1) und initiiert so die Trans-
kription verschiedener Gene, resultierend in der Translation abbauender Enzyme. Schließlich 
wird das Calcitriol durch CYP24A1 zunächst an Position 24 hydroxyliert und letztlich zu 
Calcitriolsäure katabolisiert (Abbildung 7). Auf Grund dieser endogenen Synthese und der 
Tatsache, dass die Wirkung der Verbindung neben dem Syntheseort auch andere Gewebe be-
trifft, lässt sich das Vitamin D als Hormon interpretieren. (Leitzmann, 2009; Holick, 2010; 
Yang et al. 2013). 
Neben der UVB-vermittelten Synthese im Organismus kann Vitamin D3 auch mit der Nah-
rung aufgenommen werden. Es ist insbesondere in fettreichen Fischen wie Lachs, Aal oder 
Hering vorhanden, aber auch Milchprodukte und Eier weisen geringe Mengen an Vitamin D3 
auf (Wolters et al. 2005; Leitzmann, 2009). 
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Zusammen mit Calcitonin und Parathormon spielt Vitamin D eine entscheidende Rolle so-
wohl bei der systemischen Kalzium- und Phosphathomöostase als auch bei der intrazellulären 
Aufrechterhaltung des Kalziumspiegels. Die aktive Form – Cacitriol – fungiert als Ligand 
nukleärer Rezeptoren (VDR) und reguliert die Expression von Targetgenen in mehr als 30 
Zielgeweben, darunter Darm, Knochen und Niere (Wolters et al. 2005). So ist es nicht ver-
wunderlich, dass Störungen im Vitamin-D-Metabolismus bzw. eine unzureichende Vitamin 
D-Zufuhr enorme Auswirkungen auf den Organismus haben. Osteopathien, Diabetes, Krebs 
und auch Autoimmunerkrankungen wie Multiple Sklerose werden u.a. mit Störungen des Vi-
tamin D-Haushalts in Verbindung gebracht (Guyton et al. 2001; Tuohimaa et al. 2001; Mun-
ger et al. 2004; Wolters et al. 2005). 
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Abbildung 7: Metabolismus von Vitamin D (nach Yang et al. 2013; Holick, 2010). 
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2.3.1 Vitamin-D-Rezeptor 
Der Vitamin D-Rezeptor (VDR) ist ein endokrines Mitglied der Superfamilie nukleärer Re-
zeptoren (NR1I1) mit hoher struktureller und Ligand-bindender Homologie in verschiedenen 
Spezies und agiert als ein Ligand-aktivierter Transkriptionsfaktor (Moore et al. 2006; Bouil-
lon et al. 2008). Das 48 kDa schwere Protein, bestehend aus 427 Aminosäuren und ist in ver-
schiedene Domänen unterteilt. Der schematische Aufbau ist in Abbildung 8 dargestellt. Am 
N-Terminus befinden sich die konservierte DNA-Bindungsdomäne sowie die Domänen für 
nukleäre Lokalisation, gefolgt von einer flexiblen Gelenk-Region. Schließlich, am Carboxy-
Terminus, befindet sich die Ligand-bindende Tasche, welche als Zwischenabschnitte die Di-
merisierungs- und Transaktivierungsdomänen (AF-2) beinhaltet. Die Phosphorylierung 
zweier Serin-Aminosäuren an Position 51 und 208 dient der Stabilisierung des Proteins (Dus-
so et al. 2005; Deeb et al. 2007; Campbell et al. 2010). 
 
 
Abbildung 8: Schematischer Aufbau des Vitamin-D-Rezeptors mit funktionellen Domänen (nach Deeb et 
al. 2007). 
 
VDR ist hochaffin gegenüber dem biologisch aktiven Vitamin-D-Metabolit 1,25(OH)2-
Vitamin-D3 (Calcitriol) und ist unabdingbar für die Vermittlung der hormonalen Wirkung von 
Calcitriol in Zielzellen. Als Transkriptionsfaktor reguliert VDR die Transkription verschiede-
ner Gene und beeinflusst so ein breites Spektrum diverser Vorgänge wie z.B. Kalziumho-
möostase, Blutdruck und Prozesse im Immunsystem. Sein universelles Vorkommen in allen 
Geweben sowie die enormen Auswirkungen auf den Organismus bei Auftreten von Mutatio-
nen und Defekten unterstreichen die Relevanz des Rezeptors (Dusso et al. 2005; Deeb et al. 
2007; Bouillon et al. 2008). 
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2.3.1.1 VDR-Signaltransduktion 
Ungebunden liegt der Vitamin-D-Rezeptor meist im Zytoplasma vor. Gelangt der aktive Vi-
tamin-D-Metabolit Calcitriol in die Zelle, bindet dieser an die entsprechende Ligand-bindende 
Domäne des Rezeptors. Die nukleären Lokalisierungssignale dirigieren den Rezeptor in den 
Zellkern. Mit Hilfe der Dimerisierungsdomäne assoziiert VDR mit dem Retinoid-X-Rezeptor 
(RXR) und bildet ein Heterodimer. Der so entstandene Komplex bindet nun durch die DNA-
Bindungsdomäne an die Vitamin-D-response elements (VDREs) in der Promoter-Region von 
Targetgenen. Nach Dissoziation verschiedener Co-Repressoren erfährt VDR eine Konforma-
tionsänderung, was die Interaktion der AF-2 Domäne mit diversen stimulierenden Co-
Aktivatoren erlaubt und die Transkription von Targetgenen wie CYP24A1 vermittelt 
(Abbildung 9) (Dusso et al. 2005; Deeb et al. 2007; Campbell et al. 2010). 
Neben der direkten Aktivierung der Gentranskription kann der VDR auch direkt die Trans-
kription von Genen (wie z.B. CYP27B1 oder PTH) herunter regulieren. Dies erfolgt durch 
Bindung von VDR/RXR-Heterodimeren aber auch VDR-Homodimeren an negative response 
elements – nVDREs, die in ihrer Konsensussequenz stark den VDRE ähneln und an den 
VDR-interacting repressor gebunden sind. Der exakte Mechanismus ist jedoch noch nicht 
vollständig geklärt (Murayama et al. 1998; Bouillon et al. 2008). 
 
 
Abbildung 9: Schematische Darstellung der VDR-Signaltransduktion (nach Deeb et al. 2007). 
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2.3.2 Rolle des Vitamin-D-Rezeptors im Immunsystem 
Der Vitamin-D-Rezeptor wird in fast allen Zellen des Immunsystems exprimiert, einschließ-
lich Antigen-präsentierender Zellen (Makrophagen und dendritischen Zellen), in CD4+ und 
CD8+ T-Lymphozyten aber auch in B-Zellen und Neutrophilen (Veldman et al. 2000; Chen et 
al. 2007b; Baeke et al. 2010). Dies führte zu der Erkenntnis, dass VDR eine zentrale und 
komplexe immunmodulatorische Rolle spielt, was bereits anhand zahlreicher Untersuchungen 
belegt werden konnte. In Immunzellen, wie auch in anderen Geweben, interagiert der VDR 
nach Bindung seines Liganden 1,25-(OH)2D direkt mit den VDREs in der Promoter-Region 
von Zielgenen und reguliert so die Eigenschaften von Immunzellen. Es konnte z.B. in vitro 
gezeigt werden, dass Monozyten durch Behandlung mit Calcitriol differenzieren und den 
Phänotyp von Makrophagen annehmen. Des Weiteren reagieren Makrophagen auf Calcitriol 
mit gesteigerter MHCII-Präsentation, Aktivierung des Toll-like-Rezeptors und erhöhter Ka-
pazität für Chemotaxis und Phagozytose. Diese Mechanismen erwiesen sich mitunter als an-
timikrobiell z.B. gegenüber dem Mycobacterium tuberculosis (Xu et al. 1993; Griffin et al. 
2003; Liu et al. 2006; Baeke et al. 2010). Eine wichtige Rolle spielt 1,25(OH)2D3 auch bei der 
Initiation der Immunantwort. In dendritischen Zellen (DZ) stimuliert es die Erfassung und 
Bindung von Antigenen durch Hochregulation des dafür wichtigen Mannose-Rezeptors. Wei-
terhin moduliert Calcitriol die DZ-vermittelte Zytokin-Produktion. Es inhibiert z.B. die IL-12 
und IL-23 Sekretion (wichtig für Th1/Th17 Differenzierung) und verstärkt die Ausschüttung 
des antiinflammatorischen IL-10 (Piemonti et al. 2000; Baeke et al. 2010). 
Nicht weniger beeindruckend sind die Effekte des Calcitriols auf Zellen des adaptiven Im-
munsystems, den T- und B-Lymphozyten. In T-Zellen scheint die Aktivität und Expression 
des VDR in allen Phasen – von Entwicklung über Differenzierung bis hin zur Zytokinaus-
schüttung – wichtig zu sein. In vitro Studien zeigten z.B. einen Zusammenhang des VDR mit 
Antiproliferation von T-Zellen sowie Inhibition der proinflammatorischen Aktivität von CD4+ 
Th1-Zellen und deren Zytokin-Produktion. Es wurde eine verminderte IL-2-, TNFα- und 
IFNγ-Sekretion festgestellt, vermutlich durch Bindung des VDR/RXR-Komplexes an 
nVDREs der Targetgene (Cippitelli et al. 1998; Hakim et al. 2003; Kongsbak et al. 2013). 
Der Einfluss des Vitamin-D-Rezeptors auf B-Zellen ist bislang nur spärlich untersucht und 
wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Während einige Forscher die Anwesenheit des 
VDR in B-Zellen nicht nachweisen konnten (Veldman et al. 2000), dokumentieren andere 
Arbeitsgruppen potente, direkte Effekte des Calcitriols auf B-Lymphozyten darunter Inhibiti-
on der Proliferation, Generierung von B-Gedächtniszellen, Plasmazell-Differenzierung und 
gesteigerte Immunglobulin Produktion (Chen et al. 2007a). Diese divergierenden Ergebnisse 
verlangen jedoch nach weiteren Untersuchungen. 
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2.3.3 Cytochrom P450 Enzyme 
Cytochrom P450 Enzyme (CYP) sind Häm-haltige Monooxigenasen und kommen ubiquitär 
vor – in Tieren, Insekten, Pflanzen, Pilzen und Bakterien. Auf Grund ihrer enzymatischen 
Aktivität spielen sie eine Schlüsselrolle in der Phase I des Fremdstoffmetabolismus. Sie kata-
lysieren eine Reihe verschiedener oxidativer Reaktionen, darunter N-Oxidation, Epoxidie-
rung, Dealkylierung sowie aliphatische und aromatische Hydroxylierung, wodurch lipophile 
Substanzen an Hydrophilie gewinnen und somit besser aus dem Körper ausgeschieden wer-
den können. Als Substrate fungieren dabei endogene Verbindungen wie zum Beispiel Pros-
taglandine oder Steroidhormone und exogene Substanzen, wie Arzneimittel aber auch PAKs, 
Dioxine, etc. Die oxidative Biotransformation kann neben der Detoxifizierung von Fremdstof-
fen auch zur Bildung karzinogener Metabolite führen. Die chemische Gleichung der 
NAD(P)H-abhängigen Monooxigenase-Reaktion ist in der nachfolgenden Formel dargestellt:  
 +	 + 		() +	 	→  +	 +		() 
Für diese Vielfalt an Substraten und verschiedenen katalysierten Reaktionen werden entspre-
chend viele Enzyme benötigt. Bis heute sind mehr als 3000 P450-Gene bzw. cDNAs be-
schrieben und werden in mehr als 200 CYP-Familien unterteilt (siehe dazu 
http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html). Die Nomenklatur folgt dabei folgendem 
System: Nach der allgemeinen Bezeichnung „CYP“ für Cytochrom P450 folgt eine arabische 
Ziffer, die die Genfamilie kennzeichnet. Der anschließende Buchstabe bezeichnet die Subfa-
milie, während die folgende zweite Ziffer das einzelne Enzym charakterisiert. Mitglieder ein-
zelner Genfamilien sind über eine >40 % Sequenzhomologie definiert. Im humanen Genom 
sind 58 verschiedene CYP-Gene bekannt (Bernhardt, 2004; Ortiz de Montellano, 2010). In 
Säugetieren werden Cytochrom P450 Enzyme simultan in verschiedenen Geweben expri-
miert, darunter Leber, Niere und Nebenniere, Lunge, Keimdrüsen, Gehirn u.v.m. Die Kon-
zentration der CYPs variiert dabei stark, wobei die Leber die höchste Konzentration aufweist 
(Nishimura et al. 2003). 
2.3.3.1 CYP1-Enzyme 
Eines der wohl am weitesten und besten untersuchten Gene im Zusammenhang mit dem Ah-
Rezeptor ist das Phase I Enzym CYP1A1, auch unter dem Namen Aryl Hydrocarbon Hydro-
xylase (AHH) bekannt. Die Induktion der CYP1A1-Genexpression gilt als Biomarker für die 
biologische Aktivität von AhR-Liganden. Zusammen mit den beiden anderen Mitgliedern der 
CYP1-Familie - CYP1A2 und CYP1B1 – katalysiert CYP1A1 die AhR-vermittelte metaboli-
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sche Aktivierung polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoffe sowie heterozyklischer 
und aromatischer Arylamine und führen so zur Bildung ultimaler Kanzerogene (Murray et al. 
1988; Miller et al. 2001; Ma et al. 2007). 
Während CYP1A1 und CYP1B1 vor allem in extrahepatischen Geweben, wie Lunge, Niere 
oder Plazenta exprimiert werden, ist CYP1A2 ein hepatospezifisches Enzym und wird beim 
Menschen nur in der adulten Leber gefunden (Xu et al. 2000). Die Exposition mit halogenier-
ten aromatischen Kohlewasserstoffen, wie TCDD oder einer Reihe polychlorierter Biphenyle 
führt durch Aktivierung des AhR-Signalweges zur massiven Induktion der CYP1-Enzyme, 
wobei CYP1A1 die höchste Induktion erreicht (Uno et al. 2008). Zu den endogenen Substra-
ten der CYP1-Enzyme zählen z.B. Retinole, Steroide und Arachidonsäuren, doch keine der 
genannten Substanzen kommt an die Induktion heran, die durch PAKs oder TCDD hervorge-
rufen wird (Wang et al. 2009). 
2.3.3.2 CYP24A1-Enzym 
Zusammen bilden CYP27A1, CYP27B1 und CYP24A1, auch 24-Hydroxylase genannt, die 
Schlüsselenzyme beim Vitamin-D-Metabolismus. Das mitochondriale Enzym CYP24A1 ka-
talysiert den Abbau von 1,25-Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol), der biologisch aktiven Form 
des Vitamin D3, durch Hydroxylierung der Seitenkette an Position 24. Es wurde gezeigt, dass 
CYP24A1 in vielen, wenn nicht allen, Targetzellen vorkommt, die den Vitamin-D-Rezeptor 
(VDR) enthalten, einschließlich Niere, Knochen und Darm. Das Enzym wird in den genann-
ten Geweben VDR-vermittelt durch Agonisten des Rezeptors induziert, wobei die Indukti-
onshöhe zwischen unterschiedlichen Spezies und Geweben differiert. Des Weiteren spielt 
CYP24A1 eine wichtige Rolle bei der Calciumhomöostase (Prosser et al. 2004; Henry, 2011; 
Jones et al. 2012; Wang et al. 2013; Ramnath et al. 2014). Die Abschwächung des Vitamin-
D-Signaling durch CYP24A1 wurde mit verschiedenen Krankheiten in Verbindung gebracht, 
darunter metabolische Knochenerkrankungen, chronisches Nierenversagen und verschiedene 
Krebsarten (Jones et al. 2012; Petkovich et al. 2011). 
2.4 Interaktion des VDR mit dem AhR 
Beide nukleären Rezeptoren – Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR) und Vitamin-D-Rezeptor 
(VDR) – können mit anderen Transkriptionsfaktoren interagieren, was zur Beeinflussung der 
Targetgen-Expression führt. So ist z.B. ein Crosstalk zwischen den AhR und dem Estrogen-
Rezeptor (ER) beschrieben. Dabei wird angenommen, dass der ER für die vollständige Akti-
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vität des AhR notwendig sei, da ER-negative Zelllinien nach Behandlung mit TCDD keine 
CYP1A1-Induktion zeigten (Thomsen et al. 1994; Ohtake et al. 2003). Des Weiteren wird 
vermutet, dass die AhR-Expression durch Interaktion mit dem Pregnan-X-Receptor (PXR) 
und dem Constitutive-Androstane-Receptor (CAR) hochreguliert wird. So wurde eine Induk-
tion der AhR-Targetgene CYP1A1 und CYP1A2 durch Aktivierung der beiden Rezeptoren 
CAR und PXR beobachtet (Maglich et al. 2002). Mit denselben Transkriptionsfaktoren – 
PXR und CAR interagiert auch der Vitamin-D-Rezeptor. So schlagen Drocourt et al. aber 
auch andere Forschungsgruppen vor, dass VDR, PXR und CAR sowohl die basale als auch 
die induzierbare Expression verschiedener CYP-Gene (wie z.B. CYP3A4 oder CYP2B6) 
durch kompetitive Interaktion regulieren (Drocourt et al. 2002; Moreau et al. 2007; Pascussi 
et al. 2008). 
Über die Wechselwirkung des VDR mit dem AhR ist hingegen nur wenig bekannt. Bei-
spielsweise untersuchte die Arbeitsgruppe Resz-Poszarsz et al. auf Grund struktureller Ähn-
lichkeit der beiden Rezeptoren die Rolle des ARNT auf den VDR. Sie zeigten, dass der AhR-
Dimerisierungspartner ARNT für die Aktivität des VDR nicht benötigt wird und auch keine 
Bindungsaffinität gegenüber dem „fremden“ Transkriptionsfaktor aufweist (Reisz-Porszasz et 
al. 1993). Jüngere Studien belegen, dass die beiden nukleären Rezeptoren durchaus in einer 
Wechselbeziehung zu stehen scheinen. So fanden Matsunawa et al. heraus, dass die Aktivie-
rung des AhR durch seinen Agonisten Benzo[a]pyren (BaP) den Katabolismus von 
1,25(OH)2Vitamin-D3 in Makrophagen stimuliert. Die Vorbehandlung der Zellen mit BaP 
steigerte die Calcitriol-abhängige Rekrutierung des VDR und RXR zum CYP24A1-Promoter 
(Matsunawa et al. 2009). Dieser Mechanismus scheint auch in die umgekehrte Richtung zu 
greifen, wie dieselbe Forschungsgruppe im Jahre 2012 belegte. Die Aktivierung des VDR 
durch seinen physiologischen Liganden Calcitriol steigerte die BaP-abhängige CYP1A1-
Transkription, Aktivität der BaP-Hydroxylierung und BaP-DNA-Adduktbildung in humanen 
Monozyten- und Makrophagen-Zelllinien (U937, THP-1) (Matsunawa et al. 2012).  
Einen Anhaltspunkt für eine indirekte Korrelation zwischen dem AhR und VDR bietet auch 
die Interaktion des AhR mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR), dem Dimerisierungspartner 
des Vitamin-D-Rezeptors (aber auch anderer Rezeptoren wie PXR und CAR). Einige Studien 
zeigen, dass AhR-Aktivierung durch TCDD die Funktion des RXR beeinflusst und die Trans-
kription RXR-regulierter Gene, wie z.B. TGF-β, unterdrückt. Vermutlich erfolgt dies durch 
Verlust der Bindung des RXR-Liganden trans-Retinsäure an seinen Rezeptor RXR (Weston 
et al. 1995; Lorick et al. 1998; Tian et al. 1999; Nilsson et al. 2002; Ashida et al. 2008; 
Wahlström, 2008; Monostory et al. 2009). Auf Grund der unzureichenden Datenlage bedarf 
die Interaktion zwischen den beiden Rezeptoren VDR und AhR weiterer Untersuchungen. 
 

KAPITEL 3 
 
3. MATERIALIEN  
3.1 Labortiere 
Adulte, männliche Mäuse des Inzuchtstammes C57BL/6N wurden von der Firma Janvier 
Labs, Saint Berthevin, Frankreich bezogen und bis zum Versuch in den Räumen des Tierhau-
ses der Technischen Universität Kaiserslautern unter SPF-Bedingungen bei einem Tag/Nacht-
Rhythmus von 12/12 h und freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten. 
3.2 Zelllinien 
Die hepatozellulären Karzinomzelllinien HepG2 (human, ACC 180), und Hepa-1c1c7 (mus 
musculus, ACC 175) wurden vom Leibniz Institut-DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen GmbH, Heidelberg, Deutschland) bezogen. Die Rattenhepatom-
zelllinie H4IIE wurde bei ATCC (American Type Culture Collection, Washington, USA) er-
worben. Die humane embryonale Nierenzelllinie HEK-293 wurde freundlicherweise vom 
Fachbereich Biologie der Technischen Universität Kaiserslautern zur Verfügung gestellt. 
3.3 Chemikalien, Geräte und Verbrauchsmaterialien 
Alle verwendeten Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Geräte sowie Software sind im An-
hang der vorliegenden Arbeit (Kapitel 9.2) aufgeführt.  
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KAPITEL 4 
 
4. METHODEN 
4.1 Primäre murine Knochenmarkzellen 
as Knochenmark enthält hämatopoetische Stammzellen, welche sich in einem Diffe-
renzierungsprozess zu verschiedenen Arten von Blutzellen ausbilden können. Dieser 
Differenzierungsprozess kann durch entsprechende Bedingungen – wie Verwendung des 
Wachstumsfaktors GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating factor) – auch in 
vitro nachgestellt werden. Granulozyten und Monozyten, welche aus den Vorläuferzellen hä-
matopoetischer Stammzellen des Knochenmarks entstanden sind, werden kollektiv als mye-
loide Zellen bezeichnet (Kawamoto & Minato, 2004). 
4.1.1 Isolierung primärer muriner Knochenmarkzellen 
Bei adulten männlichen C57BL/6N Mäusen wird eine zervikale Dislokation durchgeführt und 
der sofortige Eintritt des Todes zusätzlich durch Entbluten sichergestellt. Femora und tibiae 
werden entnommen und unter Zuhilfenahme eines Papiertuchs vom umliegenden Muskelge-
webe befreit (Abbildung 10). Die intakten Knochen werden zur Desinfektion für 3-5 min in 
70 %iges Ethanol und anschließend in vortemperiertes (37°C), steriles PBS gelegt. Die Epi-
physen werden mit einer Sezierschere abgetrennt und das Knochenmark mit einer Spritze und 
einer 26-Gauge Kanüle mit 3-4 ml sterilem PBS herausgespült. Das Knochenmark aus den 
beiden femora und tibiae einer Maus wird vereinigt, durch wiederholtes, kräftiges Pipettieren 
vereinzelt und bei 500×g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und das Zell-
pellet in 6 ml frischen sterilen PBS resuspendiert.  
D 
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Abbildung 10: Femur (A), tibia mit
4.1.2 Bestimmung der Zellzahl
Die Bestimmung der Zellzahl primärer muriner Knochenmarkzelle
pisch bei 50-facher Vergrößerung mit Hilfe einer Neubauer
Färbung der Zellen mit Trypanblau.
Grund verlorener Mambranint
 
Abbildung 11: Aufbau des Zählfeldes einer 
www.scienceservices.de). 
 
Die Neubauer-Zählkammer, auch Hämozytome
ten, mit einer Fläche von jeweils 1 mm
Einschlussvolumen von 0,1 µl pro Eckquadrat ergibt. Zur Bestimmung der Zelldichte werden 
20 µl der Zellsuspension zu 80 µl Trypanb
Kammer mit der Suspension beschickt und die Zellen in den vier Eckquadraten am Lichtmi
roskop ausgezählt. Die Zelldichte wird anhand 
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4.1.3 Kultivierung und Differenzierung primärer Knochenmarkzellen 
Die Kultivierung primärer Knochenmarkzellen erfolgt in einem Brutschrank unter Standard-
bedingungen (37°C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchte) in einer sterilen Atmosphäre. Alle für 
die Kultivierung der Zellen verwendeten Lösungen, darunter auch das R10-Medium, werden 
vor Verwendung auf 37°C vortemperiert. Die Zusammensetzung des Nährmediums ist in der 
folgenden Tabelle 1 aufgeführt. 
 
Tabelle 1: Nährmedium für murine Knochenmarkzellen 
R10-Medium RPMI 1640 mit Phenolrot 89 % (500 ml) 
 
FKS hitzeinaktiviert 10 % (55 ml) 
 
Penicillin/Streptomycin 1 % (5,5 ml) 
 
rm GM-CSF 200 U/ml 
 
2-Mercaptoethanol 50 µM 
 
Lagerung bei 4°C, 4 Wochen  
 
Nach Isolierung der Knochenmarkzellen und Bestimmung der Zellzahl werden diese in R10-
Medium ausgesät (Tag 0). Die zur Aussaat verwendeten Formate und die entsprechenden 
Zellzahlen und Mediumvolumina sind Tabelle 2 zu entnehmen. 
 
Tabelle 2: Aussaat primärer muriner Knochenmarkzellen 
Format Medium (ml/Well) Zellzahl/Well 
48-Well 0,5 0,7 × 106 
Ø 60 mm 3 1,5 ×106 
Ø100 mm 10 4 × 106 
 
' = Anzahl der Zellen im jeweiligen Eckquadrat 
#$ 	 = Verdünnungsfaktor 
10 = Kammerfaktor zur Errechnung der Zellzahl pro ml 
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72 h nach Aussaat der Zellen (Tag 3) wird das gleiche Volumen frisches R10 Medium hinzu-
gefügt, das im jeweiligen Format zur Aussaat verwendet wurde. An Tag 5 und Tag 7 wird das 
Medium vollständig durch die entsprechende Menge frisches R10 Medium ersetzt. An Tag 10 
erfolgt nochmals ein Mediumwechsel und anschließende Behandlung mit den zu untersu-
chenden Substanzen (Kapitel 4.1.4). 
4.1.4 Behandlung muriner myeloider Zellen 
An Tag 10 nach Aussaat werden die ausdifferenzierten myeloiden Zellen mit den zu untersu-
chenden Substanzen behandelt. Dazu wird das Medium entfernt, die Zellen mit auf 37°C vor-
temperiertem PBS gewaschen –  um die Behandlung nur adhärenter Zellen zu gewährleisten – 
und durch adäquates Volumen frisches Nährmedium ersetzt. Anschließend erfolgt die Zugabe 
verschiedener Konzentrationen der Inkubationssubstanzen (Tabelle 3) und die Inkubation der 
Zellen für 48 h unter Standardbedingungen. Dabei überschreitet die Endkonzentration von 
DMSO im Medium nie 0,2 % (v/v), welche sich auch nicht als negativ auf die Vitalität der 
Zellen erwiesen hat. Jeder Versuchsansatz beinhaltet dabei Medium-, Positiv- und Negativ-
kontrollen. 
 
Tabelle 3: Inkubationssubstanzen für murine myeloide Zellen 
Substanz Endkonzentration 
Calcitriol 1; 3; 10; 30; 100 [nM] 
CH223191 10 [µM] 
TCDD 10-12; 10-11; 10-10; 10-9; 10-8 [M] 
Telmisartan 10; 30; 100 [nM] 
 
 
LPS 1; 2 [µg/ml] 
 
Nach Ablauf der Inkubationszeit von 48 h wird der Mediumüberstand einzelner Behand-
lungspunkte gesammelt, zu 500 µl aliquotiert und bis zur weiteren Analyse bei -80°C gela-
gert. Die Zellen werden mit vortemperiertem PBS gewaschen und entweder direkt einem As-
say unterzogen oder bis zur weiteren Analyse bei -80°C aufbewahrt. 
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4.1.5 Adhärenz und Proliferation von Knochenmarkzellen 
Zur Untersuchung der Adhärenz und Proliferation primärer muriner Knochenmarkzellen wird 
der Resazurinreduktionstest herangezogen. Anhand vorangegangener Untersuchungen konnte 
festgestellt werden, dass vorwiegend adhärente Knochenmarkzellen den blauen Farbstoff Re-
sazurin in das pinke Resorufin umwandeln. Durch Knochenmarkzellen, die sich in Suspensi-
on befinden, konnte keine Umwandlung des Resazurins detektiert werden. Deshalb kann die 
Menge des umgesetzten Resazurins proportional zur Anzahl adhärenter Zellen angesehen 
werden. 
Dazu werden die Zellen an Tag 0 auf 48-Well-Platten ausgesät und nach beschriebener Anlei-
tung (Kapitel 4.1.3) kultiviert. An Tagen 0, 3, 5, 7, 10 und 12 wird das Medium von den zu 
messenden Wells entfernt und durch gleiches Volumen Resazurin-Arbeitslösung ( 
Tabelle 8) ersetzt. Anschließend werden die Zellen für 1,5 h bei Standardbedingungen inku-
biert. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgt eine fluorimetrische Messung am Plattenreader 
bei einer Anregungswellenlänge von 544 nm und einer Emissionswellenlänge von 590 nm. 
Die Messung zu jedem Zeitpunkt wird im Triplikat durchgeführt. Anschließend wird die Re-
sazurin-Arbeitslösung entfernt, die vermessenen Wells mit PBS gewaschen und die Platte bis 
zum nächsten Messzeitpunkt weiterkultiviert. Zur Messung der verschiedenen Messzeitpunk-
te werden nie dieselben Wells herangezogen. Abbildung 12 zeigt schematisch das Prozedere 
der Adhärenzmessung zu verschiedenen Zeitpunkten in einer 48-Well-Platte. Nach Abzug des 
Hintergrunds kann die ermittelte Fluoreszenz gegen die Zeit aufgetragen werden. 
 
 
Abbildung 12: Durchführung des Adhärenz-/Proliferationstests im 48-Well Format (schematisch). 
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4.2 Zellkultur 
Für in vitro Untersuchungen werden HepG2, H4IIE und Hepa-1c1c7 – drei hepatozelluläre 
Karzinomzelllinien unterschiedlicher Spezies – verwendet. Diese eignen sich besonders gut 
als in vitro Modellsysteme für Hepatozyten der jeweiligen Spezies. 
Bei HepG2 (ACC 180) handelt es sich um eine immortalisierte humane Hepatomzelllinie, 
welche zum ersten Mal 1975 aus dem Tumorgewebe eines 15-jährigen Argentiniers mit ei-
nem hepatozellulären Karzinom isoliert wurde. Die Zelllinie wächst adhärent als Monolayer 
und in kleinen Aggregaten mit einer Verdopplungszeit von 50-60 h. Die Zellen sezernieren 
verschiedene Plasmaproteine wie z.B. Albumin, Transferrin oder Fibrinogen (Aden et al. 
1979; Knowles et al. 1980). 
Die differenzierte Hepatomzelllinie H4IIE (ATCC® CRL 1548TM) ist eine Zelllinie der Spe-
zies Ratte (Rattus norvegicus). Diese weist eine epitheliale Morphologie auf und wächst adhä-
rent als Monolayer. Die Verdopplungszeit beträgt ca. 30 h. Wie auch HepG2, exprimieren 
H4IIE leberspezifische Enzyme und finden insbesondere Anwendung in Untersuchungen der 
Insulin-Aktion und des Lipid- und Lipoproteinmetabolismus. 
Hepa-1c1c7 (ACC 175), kurz als Hepa-1 bezeichnet, entstammt einem BW7756 Tumor einer 
C57L Maus. Die Zelllinie wächst adhärent als Monolayer mit einer Verdopplungszeit von ca. 
30 h. Es ist beschrieben, dass die Zellen verschiedene leberspezifische Proteine, wie Albumin, 
α-Fetoprotein und Amylase bilden. Allerdings fehlen diesen Hepatomzellen auch einige le-
berspezifische Enzyme wie z.B. Alkoholdehydrogenase, Esterase-1 oder Aldolase-B (Dar-
lington et al. 1980). 
Die Nierenzelllinie HEK-293 entstand durch Transfektion einer humanen embryonalen Nie-
renzelle mit DNA-Fragmenten des humanen Adenovirus 5 (Ad 5). Die Zelllinie weist eine 
fibroblastoide Morphologie auf und wächst adhärent als Monolayer mit einer Verdopplungs-
zeit von 24-30 h. Die Zellen zeichnen sich insbesondere durch ihre Eigenschaft aus sich leicht 
kultivieren und transfizieren zu lassen (Graham et al. 1977). 
4.2.1 Kultivierung von Zelllinien 
Die Kultivierung der genannten immortalisierten Zelllinien erfolgt unter Standardbedingun-
gen in 75 cm2 Kulturflaschen. Die Zusammensetzung des verwendeten Nährmediums ist der 
folgenden Tabelle 4 zu entnehmen.  
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Tabelle 4: Nährmedium zur Kultivierung von Zelllinien 
Nährmedium DMEM High Glucose,  
ohne Phenolrot 
89 % (500 ml) 
 
Fetales Kälberserum (FKS) 10 % (55 ml) 
 
Penicillin/Streptomycin 1 % (5,5 ml) 
 
Lagerung bei 4°C, 4 Wochen  
 
4.2.2 Subkultivierung von Zelllinien 
Ist bei adhärenten kultivierten Zellen ein geschlossener, konfluenter Monolayer erreicht, 
nimmt die Proliferationsrate der Zellen stark ab, was zum Absterben der Kultur führen kann. 
Deshalb ist eine Subkultivierung, auch Splitten oder Passage genannt, nach Erreichen der 
Maximaldichte notwendig. Dazu wird das Medium entfernt und der Zellrasen mit 2 ml Tryp-
sin/EDTA gewaschen, um tote Zellen zu entfernen. Anschließend werden die noch adhärenten 
Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA benetzt und für einige Minuten, aber maximal für 15 min, im 
Brutschrank inkubiert, bis sich der Zellrasen vom Boden der Kulturflasche ablöst. Der enzy-
matische Verdau durch Trypsin wird durch Zugabe von 9 ml Nährmedium abgestoppt und die 
Zellen durch Resuspendieren vereinzelt. Ein Teil der so erhaltenen Zellsuspension wird zur 
Weiterkultivierung in der Kulturfalsche belassen, die übrigen Zellen werden ausgezählt (Ka-
pitel 4.1.2) und für weitere Experimente ausgesät.  
Bei Zellen, die zur weiteren Kultivierung in der Zellkulturflasche belassen werden, wird 24 h 
nach dem Passagieren und danach alle 48 h ein Mediumwechsel durchgeführt, bis die Maxi-
maldichte wieder erreicht ist. 
4.2.3 Aussaat und Behandlung von Zelllinien 
Nach Bestimmung der Zellzahl (Kapitel 4.1.2) werden die Zellen im Nährmedium in der für 
das jeweilige Format entsprechenden Zelldichte ausgesät, so dass nach 24 h-Adhärenzphase 
vor Behandlung der Zellen mit der zu untersuchenden Substanz, eine Konfluenz von ca. 70 % 
gegeben ist. Die für die jeweilige Zelllinie und das entsprechende Format zur Aussaat ver-
wendeten Zellzahlen sind in der nachstehenden Tabelle 5 zusammengefasst. 
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Tabelle 5: Format, Mediumvolumina und Zellzahlen zur Aussaat von Zelllinien 
Zelllinie Methode Format Volumen 
(ml/Well) 
Zelldichte (Zel-
len/Well) 
HepG2 Resazurinreduktionstest, 
EROD-Assay 
48-Well 0,5 6,5 × 104 
 
RNA-Isolierung 6-Well 2,5 6,5 × 105 
 
SDS-PAGE Ø 60 mm 3 1,5 × 106 
 
    
H4IIE Resazurinreduktionstest, 
EROD-Assay 
48-Well 0,5 5,5 × 104 
 
RNA-Isolierung 6-Well 2,5 5,0 × 105 
Hepa-1 Resazurinreduktionstest, 
EROD-Assay 
48-Well 0,5 6,0 × 104 
 
RNA-Isolierung 6-Well 2,5 6,0 × 105 
HEK-293 Kernextraktion Ø 60 mm 3 2,5 × 106  
 
24 h nach Aussaat, erfolgt die Behandlung der Zellen mit den zu untersuchenden Substanzen. 
Dazu wird das Medium entfernt und mit dem Format entsprechenden Volumen (Tabelle 5) 
frischen Mediums ersetzt. Anschließend wird die in DMSO gelöste Substanz zum Medium 
hinzugegeben, wobei die Lösungsmittelkonzentration einen Anteil von 0,2 % nie überschrei-
tet. Die Zellen werden bei Standardbedingungen für 48 h inkubiert. Bei jedem durchgeführten 
Experiment werden Positiv- sowie Negativkontrollen mitgeführt. 
Im Falle der Inkubation mit konditioniertem Mediumüberstand muriner ausdifferenzierter 
Knochenmarkzellen wird das Medium entfernt und durch auf 37°C vorgewärmten Mediumü-
berstand ersetzt. Die Verdünnungen (1:2; 1:5; 1:10) des konditionierten Mediums werden 
entsprechend mit R10-Medium (Tabelle 1) hergestellt. 
4.2.4 Einfrieren von Zelllinien 
Eine andauernde Kultivierung – mehrmaliges Passagieren – von Zelllinien kann erhebliche 
Auswirkungen auf die Zellen haben. Dabei kann sich nicht nur der Phänotyp der Zelllinie 
ändern, sondern auch die Proliferationsrate und das Expressionsmuster der von der Zelle ge-
bildeten Proteine. Deshalb ist eine Kryokonservierung von Zellkulturen einer frühen Passage-
zahl empfehlenswert, da auf diese zu einem späteren Zeitpunkt zurückgegriffen werden kann 
(Schrödel, 2009). Beim Einfrieren hat die Bildung von Eiskristallen im umliegenden Medium 
als auch im Zytosol eine disruptive Wirkung auf die Zellen. Um dies zu umgehen, wird ein 
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Einfriermedium eingesetzt, das einen hohen Anteil an DMSO und FKS aufweist, welche als 
Frostschutzmittel dienen und so die Bildung von Eiskristallen verhindern (Dumont et al. 
2006; Pegg et al. 2007). 
Zum Einfrieren werden Zellen in einer 75 cm2 Kulturflasche unter Standardbedingungen kul-
tiviert. Nach Erreichen eines konfluenten Monolayers wird der Zellrasen durch Trypsinierung 
vom Flaschenboden gelöst und die Zellen durch kräftiges Pipettieren vereinzelt. Die gesamte 
Zellsuspension aus einer Kulturflasche wird in ein 15 ml Falcon gegeben und bei 500 × g für 
5 min zentrifugiert. Das Medium wird vorsichtig entfernt, das Zellpellet in 1 ml Einfrierme-
dium (Tabelle 6) aufgenommen und in ein 2 ml Kryoröhrchen überführt. Das Kryoröhrchen 
wird anschließend in einem auf 4°C vorgekühlten, mit Isopropanol gefüllten Gefrierkontainer 
bei -80°C gelagert. Durch das Isopropanol wird eine sanfte und gleichmäßige Temperaturab-
senkung von 1°C/min gewährleistet. Nach Erreichen einer Temperatur von -80°C können die 
Kryoröhrchen aus dem Gefrierkontainer entnommen werden und in einer herkömmlichen Box 
bei -80°C bis zum Gebrauch gelagert werden. 
 
Tabelle 6: Zusammensetzung des Einfriermediums 
Einfriermedium DMEM high glucose  
ohne Phenolrot 
70 % 
 
FKS 20 % 
 
DMSO 10 % 
 
Lagerung bei 4°C,  
4 Wochen 
 
 
Zum Auftauen wird das bei -80°C gelagerte Kryoröhrchen in einem auf 37°C vortemperierten 
Wasserbad zügig aufgetaut. Die Zellsuspension wird dann in ein mit 12 ml vorgewärmten 
Nährmediums gefülltes Reaktionsgefäß überführt und vorsichtig resuspendiert. Um die hohe 
Konzentration an DMSO im Einfriermedium zu entfernen, wird bei 500 × g für 5 min zentri-
fugiert, das Medium entfernt, das Zellpellet in 15 ml frischen Nährmediums aufgenommen. 
Die Zellsuspension wird in eine 75 cm2 Kulturflasche gegeben und die Zellen bei Standard-
bedingungen kultiviert. 24 h nach dem Auftauprozess wird ein Mediumwechsel durchgeführt. 
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4.3 Extraktion von Kernproteinen 
Für biochemische Untersuchungen von Proteinen, die vermehrt im Kern einer Zelle vorliegen, 
ist eine Methode notwendig, um diese aus dem Nukleus zu isolieren und aufzureinigen. Dazu 
wird eine modifizierte Methode nach Dignam et al. genutzt (Dignam et al. 1983). 
HEK-293 Zellen werden auf 60 mm Gewebekulturschalen ausgesät und für 48 h mit DMSO 
(0,1 %), Calcitriol (100 nM) oder TCDD (1 nM) unter Standardbedingungen inkubiert. Nach 
Ablauf der Inkubationsperiode wird das Medium entfernt und der Zellrasen durch Spülen mit 
5 ml PBS vom Boden der Kulturschale gelöst und vereinzelt. Die Zellsuspension wird in ein 
Reaktionsgefäß überführt und bei 500 × g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wird verwor-
fen, das Zellpellet in 1 ml Lysepuffer aufgenommen und für 15 min auf Eis inkubiert. An-
schließend wird die Suspension für 5 sec im Ultraschallbad lysiert. Nach einer Zentrifugation 
bei 10000 × g für 10 min ergibt sich die zytosolische Fraktion als Überstand, welcher in ein 
frisches Reaktionsgefäß überführt wird. Das Pellet wird in 140 µl Extraktionspuffer resuspen-
diert und für 30 - 45 min auf Eis inkubiert. Eine anschließende Zentrifugation bei 20000 × g 
für 5 min liefert die nukleäre Fraktion als Überstand. Der Proteingehalt der zytosolischen und 
nukleären Fraktionen wird mittels des BCA-Assays (Kapitel 4.5.3) bestimmt. Die Extrakte 
werden in 10 µl Aliquots bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert. Die verwendeten Lösungen 
sind in der folgenden Tabelle 7 zusammengestellt. 
 
Tabelle 7: Lösungen für Kernextraktion 
Lysepuffer HEPES (10 mM) 238,3 mg 
 
MgCl2 × 6 H2O (1,5 mM) 30,5 mg 
 
KCl (10 mM) 74,5 mg 
 
H2Odd ad 100 ml 
 
pH: 7,9  
 
Lagerung bei 4°C  
 
  
 
DTT-Stammlösung 1 % (v/v) 
 
Proteaseinhibitorcocktail 1 % (v/v) 
 
kurz vor Gebrauch zugeben  
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Extraktionspuffer HEPES (20 mM) 476,6 mg 
 
MgCl2 × 6 H2O (1,5 mM) 30,5 mg 
 
NaCl (420 mM) 2,45 g 
 
EDTA-Na4 (0,2 mM) 8,32 mg 
 
Glycerin 25 % (v/v) 25 ml 
 
H2Odd ad 100 ml 
 
pH: 7,9  
 
Lagerung bei 4°C  
 
  
 
DTT-Stammlösung 1 % (v/v) 
 
Proteaseinhibitorcocktail 1 % (v/v) 
 
kurz vor Gebrauch zugeben  
 
  
DTT-Stammlösung DTT (0,1 M) 77,1 mg 
 
H2Odd 5 ml 
 
Lagerung bei -20°C  
in 50 µl Aliquots 
 
 
  
Proteaseinhibitorcocktail Lagerung bei -20°C  
in 50 µl Aliquots  
 
 
4.4 Extraktion totaler RNA 
Die Extraktion der RNA ist eine der besten Methoden zur Analyse der Vorgänge in einer Zel-
le zu einem bestimmten Zeitpunkt, da Gene isoliert werden, die in der Zelle gerade in dem 
Moment transkribiert werden. Die so gewonnene RNA kann anschließend für weitere Unter-
suchungen der Genexpression genutzt werden. Eine der schnellsten Methoden zur Isolierung 
der RNA ist die single-step Methode nach Chomczynski und Sacchi mit Hilfe von Guanidin-
thiocyanat, Phenol und Chloroform (Chomczynski et al. 1987). Diese Methode erlaubt eine 
Isolierung totaler RNA innerhalb von 4 h aus kleinen Mengen an Gewebe oder Zellen und 
liefert sowohl eine hohe Ausbeute als auch hohe Reinheit intakter RNA. Das nachstehende 
Schaubild (Abbildung 13) veranschaulicht schematisch die Arbeitsschritte der RNA-
Extraktion. 
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Abbildung 13: Schematische Darstell
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Wasser gelöst, für 1 min gevortext und bei 60°C für 10-15 min inkubiert. Die RNA wird an-
schließend bei -80°C gelagert. 
Die Qualität sowie Konzentration der erhaltenen RNA-Lösung werden mittels NanoDrop® 
ND 1000 photometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm gemessen. Nuklease-freies Was-
ser dient dabei als Blank. Die Quotienten der Extinktion zwischen 260 nm und 280 nm 
(260/280) sowie zwischen 260 nm und 230 nm (260/230) geben Auskunft über die Reinheit 
der RNA. Diese sollten einen Wert von 1,8 nicht unterschreiten, da dies ein Hinweis auf Kon-
tamination der RNA mit Protein oder Phenol ist. Abbildung 14 zeigt exemplarisch das Ab-
sorptionsspektrum einer RNA-Probe. 
 
 
Abbildung 14: Absorptionsspektrum einer RNA-Probe. 
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4.5 Biochemische Analysemethoden 
4.5.1 Resazurinreduktionstest 
Der Resazurinreduktionstest, auch Alamar Blue Assay genannt, ist eine schnelle, sensitive 
und einfache Methode zur Erfassung der Zellproliferation und Zellvitalität/Zytotoxizität in 
vitro. Dabei wird die metabolische Aktivität lebender Zellen ausgenutzt. 
 
 
Abbildung 15: Reduktion von Resazurin zu Resorufin unter Verbrauch von NADH. 
 
Unter NADH-Verbrauch wird das blaue, nicht-fluoreszierende Resazurin zum pinken, fluo-
reszierenden Resorufin reduziert (Abbildung 15). Die Fluoreszenz des gebildeten Resorufins 
wird bei einer Anregungswellenläge von 544 nm und einer Emissionswellenlänge von 590 nm 
gemessen und steht in direkter Korrelation zur Vitalität bzw. Proliferation lebender Zellen. Es 
wird davon ausgegangen, dass die Reduktion des Resazurins intrazellulär im Zytoplasma 
stattfindet. (De Fries et al. 1995; O’Brien et al. 2000). 
Von den im 48-Well-Format behandelten Zellen wird nach Ablauf der Inkubationszeit das 
Medium entfernt und der Zellrasen vorsichtig mit auf 37°C vortemperiertem PBS gewaschen. 
Anschließend werden 0,5 ml/Well Resazurin-Arbeitslösung ( 
Tabelle 8) auf die Zellen gegeben, für 1 h (Zellkultur) bzw. 1,5 h (Primärkultur) im Brut-
schrank inkubiert und anschließend im Fluoroskan Ascent Plattenreader vermessen. Resazu-
rin-Arbeitslösung fungiert als Blank, Saponin mit einer Endkonzentration von 0,1 % dient als 
Positivkontrolle, DMSO (0,1-0,2 %) bzw. Medium (unbehandelte Zellen) als Negativkontrol-
le. Die prozentuale Vitalität wird schließlich nach der folgenden Formel ermittelt: 
 
()*)*ä*	[%]=	-./0-1/0 × 100 
 23'4 = Messwert behandelter Zellen abzüglich des Blankwertes 25'4	 = Messwert der Negativkontrolle abzüglich des Blankwertes 
Methoden 
 
 
41 
Tabelle 8: Lösungen für den Resazurinreduktionstest 
PBS (phosphate buffered saline) Cal-
cium- und Magnesium-frei 
 NaCl (137 mM) 8,006 g 
 KCl (2,7 mM) 0,201 g 
 NaH2PO4 (6,5 mM) 0,923 g 
 
 KH2PO4 (1,5 mM) 0,204 g 
 
 H2Odd ad 1 l 
 
 pH: 7,4  
 
 Lagerung bei RT  
 
   
Resazurin-Stammlösung (440 mM)  Resazurin 110,5 mg 
 
 DMF 1 ml 
 
 Lagerung bei 4°C, 
1 Woche, lichtgeschützt 
 
 
   
NaCl/Pi-Puffer  KH2PO4 144 mg 
 
 NaCl 9 g 
 
 Na2HPO4 528 mg 
 
 H2Odd ad 1 l 
 
 Lagerung bei 4°C,  
4Wochen 
 
 
   
Resazurin-NaCl/Pi-Lösung    Resazurin-Stammlösung 1:1000 (v/v) 
(440 µM)  NaCl/Pi-Puffer  
 
 Lagerung bei 4°C,  
4 Wochen, lichtgeschützt 
 
 
   
Resazurin-Arbeitslösung  Resazurin-NaCl/Pi-Lösung 1:10 (v/v) 
 
 
 DMEM high glucose  
(auf 37°C vortemperiert)  
 
 unmittelbar vor Gebrauch,  
lichtgeschützt 
 
 
4.5.2 Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD) Assay 
Der Ethoxyresorufin-O-deethylase Assay, kurz EROD Assay, ist eine der besten und am wei-
testen verbreiteten Methoden, die es ermöglicht die katalytische Aktivität des Cytochrom 
P450 1A Enzyms (CYP1A) nachzuweisen und dient als Biomarker für die Exposition mit 
Substanzen, die an den Arylhydrocarbon Rezeptor (Ah Rezeptor) binden. Der Methode liegt 
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das Prinzip zugrunde, dass 7-Ethoxyresorufin zum fluoreszierenden Resorufin umgewandelt 
wird (Abbildung 16). Diese oxidative Dealkylierung wird spezifisch durch das Enzym Cy-
tochrom P450 1A(1) katalysiert (Behnisch et al. 2001; Petrulis et al. 2001; Behnisch et al. 
2002).  
 
 
Abbildung 16: Oxidative Dealkylierung von 7-Ethoxyresorufin zu Resorufin. 
 
Neben der Durchführung des Assays nach Behnisch et al. in intakten, vitalen Zellen, welche 
es selbst vermögen NADPH zu bilden, kann die CYP1A1-Aktivität auch in Gewebe-
/Zelllysaten/-homogenaten oder in Mikrosomen unter Zugabe von NADPH erfolgen. Dazu 
eignet sich besonders die Methode nach Kennedy et al. (Kennedy et al. 1994; Behnisch et al. 
2001; Behnisch et al. 2002).  
4.5.2.1 EROD Assay in vitalen Zellen 
Die Durchführung dieser Methode erfolgt im 48-Well-Fomat. Zellen werden unter Standard-
bedingungen ausgesät und im Triplikat behandelt. Nach Ablauf der Inkubationsperiode wird 
das Medium entfernt und der Zellrasen vorsichtig mit PBS gewaschen. Nach Zugabe des vor-
temperierten EROD-Mediums (Tabelle 9) 0,5 ml/Well folgt eine kinetische Messung der 
Fluoreszenz bei einer Anregungswellenläge von 544 nm und einer Emissionswellenlänge von 
590 nm jede 90 sec für insgesamt 30 min bei 37°C. Dabei erfolgen alle Arbeitsschritte mög-
lichst unter Lichtausschluss. Nach der Messung wird das EROD-Medium entfernt und der 
Zellrasen mit PBS gewaschen. Um die Zellmembran aufzuschließen und die Proteine und 
Enzyme so für die nachfolgende Quantifizierung zugänglich zu machen, wird die Platte für 
mindestens 24 h bei -80°C eingefroren und drei Auftau- und Einfrierzyklen unterzogen, wo-
bei zwischen jedem Auftau- und Einfrierschritt mindestens 4 h liegen sollten. Anschließend 
kann der Proteingehalt mittels des BCA-Assays ermittelt werden. Zur Ermittlung der Menge 
des gebildeten Resorufins wird eine externe Kalibrierreihe erstellt (Tabelle 10). Dazu wird die 
Resorufin-Stammlösung mit DMEM High Glucose Medium entsprechend verdünnt und die 
Intensität der Fluoreszenz bei den oben genannten Wellenlängen nach einer Inkubationszeit 
von 10 min bei 37°C gemessen. 
Methoden 
 
 
43 
Tabelle 9: Lösungen für den EROD-Assay in vitalen Zellen 
PBS (phosphate buffered saline)  NaCl (137 mM) 8,006 g 
Calcium und Magnesium frei KCl (2,7 mM) 0,201 g 
 
NaH2PO4 (6,5 mM) 0,923 g 
 
KH2PO4 (1,5 mM) 0,204 g 
 
H2Odd ad 1 l 
 
pH: 7,4  
 
Lagerung bei RT  
 
  
7-Ethoxyresorufin (1 mM) 7-Ethoxyresorufin 5 mg 
 
DMSO 20,73 ml 
 
Lagerung bei -20°C,   
 
lichtgeschützt  
 
  
Resorufin-Stammlösung (10 mM) Resorufin Natriumsalz 23,5 mg 
 
DMSO 10 ml 
 
Lagerung bei RT  
 
Lichtgeschützt  
 
  
Resorufin-Arbeitslösung (10 nM) Resorufin-Stammlösung 1 µl 
 
DMSO 0,9 ml 
 
Kurz vorGebrauch ansetzen  
 
lichtgeschützt  
 
  
Magnesiumchlorid Lösung (1 M) MgCl2 9,521 g 
 
H2Odd 100 ml 
 
Lagerung bei RT  
 
  
NaOH (0,2 M) NaOH 0,8 g 
 
H2Odd 100 ml 
 
Lagerung bei RT  
 
  
Dicumarol (10 mM) Dicumarol 33,36 mg 
 
NaOH (0,2 M) 10 ml 
 
Lagerung bei 4°C  
 
  
EROD-Medium DMEM High Glucose  
ohne Phenolrot, 37 °C 
25 ml 
 
MgCl2 (1M) 125 µl 
 
Dicumarol (10 mM) 25 µl 
 
7-Ethoxyresorufin (1 mM) 125 µl 
 
Kurz vor Gebrauch ansetzen   
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Tabelle 10: Pipettierschema für die externe Resorufin-Kalibrierreihe 
Vial Medium (µl) Resorufin-Arbeitslösung/Vials Resorufin Konzentration 
(nM) 
1 9900 100 µl Resorufin-Arbeitslösung 1000 
2 3000 3000 µl Vial 1 500 
3 3000 1000 µl Vial 1 250 
4 2400 600 µl Vial 2 100 
5 2484 216 µl Vial 1 75 
6 4000 1000 µl Vial 3 50 
7 2400 600 µl Vial 4 20 
8 2400 600 µl Vial 6 10 
9 2400 0 0 
 
 
Die gebildete Resorufinkonzentration [nM] wird schließlich anhand der linearen Gleichung 
der externen Resorufin-Kalibrierreihe berechnet. Dies erfolgt für jeden der gemessenen Zeit-
punkte der Kinetik. Trägt man nun die errechneten Resorufinkonzentrationen linear gegen die 
Zeit auf, ergibt die Steigung die Resorufin-Konzentration pro Minute. Wird diese nun durch 
den ermittelten Protein-Gehalt dividiert, erhält man die EROD-Aktivität für jedes Well. Die 
Berechnung der EROD-Aktivität ist in der nachstehenden Formel nochmal verdeutlicht: 
 
6		7*)#)*ä*	  89	:9;<$)) ∗ >	;9*) 	= 	
89	:9;<$)/min C	D
>	;9*)	C	D  
 
4.5.3 Bicinchoninsäure (BCA) Assay 
Der BCATM Assay ist eine schnelle und sehr sensitive biochemische Methode zur Quantifizie-
rung des Gesamtproteingehalts biologischer Proben. Das Prinzip dieser Methode ist eine 
Kombination zweier Reaktionen. Im ersten Schritt kommt es in der sogenannten Biuret-
Reaktion zur Reduktion von Cu2+ zum Cu1+ durch Aminosäurereste der Proteine im alkali-
schen Medium. Das so gebildete Cu1+ wird im zweiten Schritt durch Bicinchoninsäure komp-
lexiert (Abbildung 17).  
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Abbildung 17: Bildung des violetten BCA-Cu1+-Komplexes. 
 
Dieser Komplex weist eine violette Farbe auf und kann auf Grund seiner starken Extinktion 
bei einer Wellenlänge von 562 nm photometrisch detektiert werden. Die Methode zeichnet 
sich dadurch aus, dass die Extinktion eine lineare Korrelation zum Proteingehalt über einen 
breiten Konzentrationsbereich von 20 – 2000 µg/ml aufweist (Smith, 1985). 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird der BCA Assay dazu genutzt, den Gesamtprotein-
gehalt nach Durchführung des EROD-Assays in vitalen Zellen zu quantifizieren, aber auch 
den Gesamtproteingehalt in Zelllysaten sowie Kernextrakten zu bestimmen. 
Nach Durchführung des EROD-Assays in vitalen Zellen und deren Aufschluss durch drei 
Auftau- und Einfrierzyklen werden die 48-Well-Platten auf Raumtemperatur aufgetaut. Je 
Well werden 50 µl bidestilliertes Wasser und 400 µl der frisch hergestellten BCA-
Arbeitslösung (Reagenz A : Reagenz B, 50:1) hinzugegeben und die Platte für 30 min bei 
37°C inkubiert. Anschließend werden die Proben auf Raumtemperatur abgekühlt und die Ex-
tinktion bei 562 nm gemessen.  
Im Falle der Proteinbestimmung von Kernextrakten werden Kernextrakt bzw. Zytosolfraktion 
mit bidestillitem Wasser 1:5 verdünnt, 50 µl der verdünnten Proteinlösung werden im Tripli-
kat auf eine 48-Well-Platte gegeben, mit 400 µl BCA-Arbeitslösung versetzt und analog zur 
oben beschriebenen Vorgehensweise verfahren. 
Zur Quantifizierung der Proteingehalte wird eine externe Kalibrierreihe herangezogen, wobei 
Rinderserumalbumin (BSA) als Standard dient, dessen wässrige Stammlösung eine Konzent-
ration von 2000 µg/ml aufweist. Das Pipettierschema für die Kalibrierreihe ist in der folgen-
den Tabelle 11 zusammengefasst. 
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Tabelle 11: Pipettierschema zur Kalibrierreihe des BCA-Assays 
Vial H2Odd [µl] BSA Lösung BSA Konzentration [µg/ml] 
A 0 300 µl BSA-Stammlösung 2000 
B 125 375 µl BSA-Stammlösung 1500 
C 325 325 µl BSA-Stammlösung 1000 
D 175 175 µl Vial B 750 
E 325 325 µl Vial C 500 
F 325 325 µl Vial E 250 
G 325 325 µl Vial F 125 
H 400 325 µl Vial G 25 
I 400 0 0 
 
4.5.4 Real-Time Polymerase Kettenreaktion 
4.5.4.1 Reverse Transkription 
Die Reverse Transkription beschreibt eine Methode, die es ermöglicht mit Hilfe des Enzyms 
Reverse Transkriptase aus isolierter RNA ihre komplementäre DNA (cDNA) zu synthetisie-
ren, welche für die anschließende quantitative Real-Time-PCR verwendet werden kann. Dazu 
wird das iScriptTM cDNA Synthese Kit der Firma Bio-Rad eingesetzt. Das Kit enthält die be-
nötigte Reverse Transkriptase, einen RNase Inhibitor zur Verhinderung einer Degradierung 
der umzuschreibenden RNA-Probe, eine Mischung aus Oligonukleotiden sowie zufällige he-
xamere Primer (Bio-Rad). 
Die Transkription wird nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Dazu werden der 5× iSc-
riptTM Reaction mix und iScriptTM Reverse Transkriptase zu einem Mastermix gemischt und 
zur RNA-Probe gegeben (Tabelle 12). Der Gehalt der RNA wird durch Zugabe Nuklease-
freien Wassers auf eine einheitliche Menge von 1 µg/Reaktion eingestellt. Der Mix wird vor-
sichtig für einige Sekunden zentrifugiert, um eine Durchmischung der Komponenten zu ge-
währleisten. Mit Hilfe des MyCyclers (Bio-Rad) und des entsprechenden Temperaturproto-
kolls (Tabelle 13) wird die isolierte RNA in cDNA umgeschrieben. 
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Tabelle 12: Komponenten zur Synthese von cDNA 
Komponenten Volumen/Reaktion [µl] 
5× iScript Reaction mix 4 
iScript reverse transcriptase 1 
RNase freies Wasser x 
RNA-Probe (1 µg totaler RNA) x 
 
 
Gesamtvolumen 20 
 
Tabelle 13: Temperaturprotokoll zur Synthese von cDNA 
Temperatur [°C] Dauer [min] 
25 5 
42 30 
85 5 
4 ∞ 
4.5.4.2 Quantitative Real-Time PCR 
Bei der quantitativen Real-Time PCR wird die Target-DNA nicht nur vervielfältigt, sondern 
simultan durch die Verwendung eines Fluoreszenz-Farbstoffs – in der vorliegenden Arbeit 
SYBR® Green – quantifiziert. Dabei interkaliert SYBR Green in die doppelsträngige DNA 
und die Fluoreszenz des resultierenden DNA-SYBR Green Komplexes, welche zur Menge 
der gebildeten DNA direkt proportional ist, kann bei einer Wellenlänge von 490 nm detektiert 
werden (Schmittgen et al. 2000; Tichopad et al. 2003).  
Die Amplifikation der DNA besteht aus einer Sequenz von Zyklen, wobei sich jeder der Zyk-
len aus drei konsekutiven Phasen zusammensetzt. In der ersten Phase – der Denaturierung – 
wird die doppelsträngige DNA bei einer Temperatur von 95°C durch das Aufbrechen der 
Wasserstoffbrückenbindungen in ihre Einzelstränge aufgetrennt. Um eine Rückbildung der 
Doppelhelix zu verhindern, wird die Temperatur nach der Denaturierung rasch auf 65°C ge-
senkt. In der darauffolgenden zweiten Phase, die als Annealing oder Primerhybridisierung 
bezeichnet wird, binden kurze DNA-Stücke, sogenannte Primer, bei einer Temperatur von 55-
65°C an spezifische Abschnitte der DNA. In der dritten und letzten Phase – der Elongation – 
erfolgt die Synthese des durch Primer angefangenen komplementären DNA Stranges durch 
die Polymerase mit freien Nukleotiden bei einer Temperatur von 72°C. 
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Zu Beginn ist trotz Amplifikation der DNA kaum ein Anstieg der Fluoreszenz zu verzeich-
nen, da sich dieser noch unterhalb des Detektionslimits des Geräts befindet (Abbildung 18). 
Dies wird als Baseline bezeichnet. Abhängig von der Baseline wird ein arbiträrer Grenzwert 
der Fluoreszenz gewählt – die sogenannte „Threshold“. Meist wird dieser so gewählt, dass er 
sich über alle Plots in der Region exponentieller Amplifikation befindet. Der Schnittpunkt des 
Fluorenzenzsignals mit der Threshold wird dazu verwendet den Threshold Zyklus (CT) für 
eine Probe zu definieren und wird zur Quantifizierung der amplifizierten Probe genutzt. Die 
Quantifizierung wird in den nachfolgenden Abschnitten beschrieben (Holland et al. 1991; 
Heid et al. 1996; Pfaffl et al. 2001). 
 
 
Abbildung 18: Modell eines Plots der quantitativen RT-PCR (www.ncbi.nlm.nih.gov). 
 
Alle Komponenten werden langsam auf Eis aufgetaut. Jeweils 1 µl der transkribierten cDNA 
wird in ein PCR-Reaktionsgefäß transferiert. Ein Mastermix bestehend aus 12,5 µl des iQ 
SYBR Green Supermix, je 1µl des für das zu untersuchende Gen spezifischen Primers (for-
ward + reverse Primer) und 9,5 µl Nuklease-freies Wasser, wird angesetzt und zur vorgeleg-
ten cDNA hinzugegeben (Tabelle 14). Die PCR-Gefäße werden mit optischen Deckeln verse-
hen, kurz gevortext und beim entsprechenden Temperatur-Programm in der CFX96 Real-
Time PCR (Bio-Rad) vermessen. 
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Tabelle 14: Komponenten für die Real-Time PCR 
Komponenten Volumen je Reaktion [µl] 
iQ SYBR Green Supermix 12,5 
Primer forward 1 
Primer reverse 1 
RNase freies Wasser 9,5 
cDNA-Probe 1 
 
 
Gesamtvolumen 25 
 
 
Tabelle 15: Temperaturprotokoll für Real-Time PCR. (TA:  primerspezifische Anlagerungstemperatur) 
Zyklus Temperatur [°C] Dauer Prozess 
1 1x 95 15 min Aktivierung der Polymerase 
2 40x 95 20 s Denaturierung 
 
 TA 30 s Spezifische Primerhybridisierung 
 
 72 30 s Amplifikation 
3 1x 95 1 min Denaturierung 
4 1x TA 1 min Beginn der Schmelzkurve 
5 80x TA + 0,5 10 s  
 
 
Die Informationen zu den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primern sind in der nach-
stehenden Tabelle 16 zusammengefasst. Die Primerpaare wurden von der Firma Eurofins 
MWG Operon bezogen, nach Angabe des Herstellers in Nuklease freiem Wasser aufgenom-
men und auf eine Konzentration von 10 pmol/µl verdünnt. Vor dem Einsatz erfolgt eine Vali-
dierung der Primerpaare zur Ermittlung der spezifischen Hybridisierungstemperatur. 
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Tabelle 16: Informationen zu verwendeten Primern für Real-Time PCR 
Gen NM-Nummer Sequenz 5‘ -> 3‘ Länge [bp] TA [°C] 
Human     
CYP1A1 NM_000499 
CAGAAGATGGTCAAGGAGCA 20 
60 
GACATTGGCGTTCTCATCC 19 
ACTB NM_001101 
CGTGCGTGACATTAAGGAGAA 21 
55,7 
CAATGCCAAGGCAGGAAGG 19 
Maus     
mActb NM_007393 
AGC CAT GTA CGT AGC CAT CCA 21 
58 
TCT CCG GAG TCC ATC ACA ATG 21 
Cyp1a1 NM_009992 
ACTTCATTCCTGTCCTCCGTTACC 24 
52 
GCCCTTCTCAAATGTCCTGTAGTG 24 
Cyp24a1 NM_009996 
ACAGAGTACTCGGGCCAAAC 20 
60 
GTCCTTTTGAAGGAGCCCGA 20 
mAhr NM_013464 
TTCTTAGGCTCAGCGTCAGCTA 22 
60 
GCAAATCCTGCCAGTCTCTGAT 22 
mVdr NM_009504 
CTCCGGAGACTCCTCCTCCA 20 
60 
GGATAGGCGGTCCTGAATGG 20 
mIl-1α NM_010554 
AGGGAGTCAACTCATTGGCG 20 
60 
ACTTCTGCCTGACGAGCTTC 20 
mIl-1β NM_008361 
AGCTTCAGGCAGGCAGTATC 20 
60 
AAGGTCCACGGGAAAGACAC 20 
mIl-6 NM_031168 
ACAAGTCCGGAGAGGAGACT 20 
61 
GTCTTGGTCCTTAGCCACTCC 21 
mTnf-α NM_01369 ACCGTCAGCCGATTTGCTAT 20 60 
CCGGACTCCGCAAAGTCTAA 20 
 
Berechnung der relativen mRNA-Expression 
Zur Berechnung der relativen mRNA-Expression wird die komparative Delta-Delta-CT-
Methode nach Pfaffl angewandt (Pfaffl et al. 2001). Zunächst wird der CT Wert des House-
keeping-Gens (β-Aktin) vom CT-Wert des untersuchten Gens abgezogen, woraus der ∆CT 
resultiert. Anschließend bildet man die Differenz der ∆CT-Werte zwischen der behandelten 
Probe und der Lösungsmittelkontrolle und erhält so den ∆∆CT-Wert. Zur Ermittlung der x-
fachen mRNA-Expression wird nun die nachstehende Formel angewandt. Die Basis 2 der 
Exponentialfunktion ergibt sich dabei aus der Annahme, dass mit jedem Zyklus das amplifi-
zierte Produkt verdoppelt wird, also eine optimale Primereffizienz von 100 % vorliegt.  
E − $Gℎ	6E8;::)9 = 	2'IIJK = 2'(IJK(LMNOPQMRS)'	IJK(5TPSUTRRM)) 
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4.5.5 Nitritbestimmung nach Griess 
Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiger physiologischer Messenger und fungiert in vielen 
biologischen Systemen, wie dem Nerven-, Immun- und kardiovaskulären System, als einer 
der Hauptregulatoren. Weiterhin wurde seine Rolle auch in vielen pathophysiologischen Vor-
gängen – darunter Sepsis, Hypertension und neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben 
(Bredt et al. 1994). Deshalb ist das Interesse NO in biologischen Matrices, wie Plasma, Se-
rum, Urin oder Mediumüberständen aus in vitro Kulturen, nachzuweisen groß (Promega Pro-
tocols, 2009). 
Eine Möglichkeit Stickoxid zu untersuchen, ist der Nachweis von Nitrit (NO2-), einem der 
zwei primären, stabilen und nicht flüchtigen Abbauprodukte von NO. Diese Methode wurde 
bereits im 19 Jahrhundert beschrieben, basiert auf einer Diazotierung und wurde über die Jah-
re nur geringfügig modifiziert (Griess, 1879). Hierbei wird die Reaktion des Nitrits mit Sulfa-
nilamid und die folgende Bildung einer violetten Diazoverbidung mit N-1-
naphthylethylendiamin (NED) im sauren Milieu ausgenutzt (Abbildung 19). Die gebildete 
Diazoverbindung kann photometrisch bei einer Wellenlänge von 530 nm detektiert werden. 
Die Quantifizierung der Nitritkonzentration erfolgt über eine externe Kalibrierreihe in einem 
Konzentrationsbereich von 0-100 µM, wobei eine wässrige Natriumnitrit-Lösung als Refe-
renz-Standard dient. Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei einer Nitritkonzentration 
von 2,5 µM. 
 
 
Abbildung 19: Mechanismus der Griess-Reaktion. 
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Zur Untersuchung der Stickoxidkonzentration in Mediumüberständen behandelter muriner 
Knochenmarkzellen werden diese nach Ablauf der Inkubationszeit gesammelt und bis zur 
Analyse bei -80°C aufbewahrt. Vor dem Assay werden die Proben langsam auf Raumtempe-
ratur aufgetaut und kurz gevortext. 50 µl der Probe werden im Triplikat auf eine 96-Well-
Platte gegeben und mit 50 µl der Sulfanilamid-Lösung versetzt. Nach einer lichtgeschützten 
Inkubation für 5-10 min bei Raumtemperatur werden 50 µl der N-1-Naphthylethylendiamin 
(NED) Lösung addiert. Nach einer weiteren Inkubationsphase von 5-10 min bei Raumtempe-
ratur wird die Extinktion bei 530 nm im Plattenlesegerät photometrisch bestimmt. Die Zu-
sammensetzung der verwendeten Lösungen ist in Tabelle 17 aufgeführt. 
 
Tabelle 17: Lösungen für Nitritbestimmung nach Griess 
Sulfanilamid-Lösung (1 %) Sulfanilamid 500 mg 
 
H3PO4 2,5 ml 
 
H2Odd ad 50 ml 
 
Lagerung bei 4°C   
 
lichtgeschützt  
 
  
NED-Lösung (0,1 %) N-1-Naphthylethylendiamin-
dihydrochlorid 
50 mg 
 
H2Odd ad 50 ml 
 
Lagerung bei 4°C  
 
lichtgeschützt  
 
  
Nitrit-Stammlösung  NaNO2 (0,1 M) 34,5 mg 
(Referenz) H2Odd ad 5 ml 
 
Lagerung bei RT  
 
lichtgeschützt  
 
4.5.6 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Der Enzym Linked Immunosorbent Assay, kurz ELISA, ist eine schnelle und effiziente anti-
körperbasierte Methode zum quantitativen Nachweis eines Antigens. So können z.B. Proteine 
(Antikörper), Viren aber auch niedermolekulare Verbindungen wie Hormone, Toxine oder 
Pestizide in einer biologischen Probe (Blut, Urin, in vitro Mediumüberstände) nachgewiesen 
werden (Engvall et al. 1971). Eine weit verbreitete Technik dieser Methode ist Sandwich-
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ELISA, bei der zwei Antikörper zum Einsatz kommen. Das Prinzip dieser Methode ist in der 
folgenden Abbildung (Abbildung 20) schematisch veranschaulicht. 
Zunächst wird der erste Antikörper an eine feste Phase (96-Well-Platte) gebunden. Nach die-
sem sogenannten „Coating“ wird die Platte mit der zu untersuchenden Probe inkubiert, wobei 
das Target-Protein an den ersten Antikörper bindet. Nach der Inkubationsphase werden alle 
ungebundenen Bestandteile der Probe durch Waschen entfernt. Anschließend wird ein Biotin-
markierter Zweitantikörper zur Detektion hinzugegeben, welcher an ein anderes Epitop des 
Antigens bindet. Das Antigen befindet sich so zwischen zwei Antikörpern, was zur Namens-
gebung „Sandwich-ELISA“ dieser Methode geführt hat. Überschüssiger Zweitantiköper wird 
durch einen weiteren Waschschritt entfernt. Nach Zugabe eines zum Enzym (Biotin) passen-
den chromogenen Substrats und dessen Umwandlung, erfolgt die photometrische Detektion. 
Anhand einer externen Kalibrierreihe mit der entsprechenden Referenz, wird das gesuchte 
Antigen quantifiziert. 
 
 
Abbildung 20: Funktionsprinzip des ELISA (schematisch). 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden in Mediumüberständen behandelter primärer 
muriner Knochenmarkzellen die Zytokine IL-1α, IL-1β, IL-6 sowie TNF-α mit Hilfe von 
Ready-Set-Go!® ELISA Kits der Firma eBioscience untersucht. Die Durchführung erfolgt 
nach Angaben des Herstellers und wird im nächsten Abschnitt kurz beschrieben. 
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Eine 96-Well-Platte wird mit 100 µl/Well des Coating-Puffers, dem der Erstantikörper zuge-
fügt wird, befüllt und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag werden die Wells mit 
Hilfe eines ELISA-Plate-Washers (Bio-Tek) dreimal mit 250 µl/Well Waschpuffer (Tabelle 
19) gewaschen, wobei zwischen jedem Waschschritt eine Verweildauer von 1 min eingehal-
ten wird. Die Wells werden anschließend mit 200 µl/Well Assay Diluent Puffers beschickt 
und für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird der Puffer 
entfernt und die Platte einmal mit dem Waschpuffer gewaschen. Zur Analyse werden bei -
80°C gelagerte Mediumüberstände muriner Knochenmarkzellen auf Eis aufgetaut, mit 100 
µl/Well im Duplikat auf die vorbereitete 96-Well-Platte aufgetragen und für 2 h bei Raum-
temperatur inkubiert. Auf jeder Platte wird eine Konzentrationsreihe des zu untersuchenden 
Zytokins im Duplikat als Referenz für die Kalibrierung mitgeführt (Tabelle 18). 
 
Tabelle 18: Referenzbereich untersuchter Zytokine 
Zytokin Referenzbereich [pg/ml] 
IL-6 4 – 500 
IL-1α 4 – 500 
IL-1β 8 – 1000 
TNF-α 8 – 1000 
 
 
Die Platte wird viermal mit jeweils 250 µl/Well Waschpuffer (Tabelle 19) gewaschen, an-
schließend mit Assay Diluent Puffer, welchem der Biotin-markierten Zweitantikörper zuge-
geben wird, befüllt und für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach weiteren vier Wasch-
schritten mit je 250 µl/Well Waschpuffer werden 100 µl/Well der Avidin-HRP Lösung gege-
ben und nochmals für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wird anschließend 
siebenmal mit je 250 µl/Well Waschpuffer gewaschen, wobei eine Verweildauer von 2 min 
zwischen jedem Waschschritt eingehalten wird. Nach der darauffolgenden Zugabe von 100 
µl/Well der TMB-Substratlösung und einer Inkubation für 15 min bei Raumtemperatur, wer-
den 50 µl/Well der Stoplösung (Tabelle 19) pipettiert und die Platte bei 450 nm photometrisch 
vermessen. Zur Quantifizierung wird die erhaltene Extinktion der Kalibrierreihe gegen die 
Konzentrationen doppelt logarithmisch aufgetragen. Die dadurch erhaltene Exponentialfunk-
tion ermöglicht eine Quantifizierung des jeweiligen Zytokins in der untersuchten Probe. 
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Tabelle 19: Zusätzlich zum Ready-Set-Go!® ELISA-Kit benötigte Lösungen 
Waschpuffer NaCl (137 mM) 8,006 g 
 
KCl (2,7 mM) 0,201 g 
 
NaH2PO4 (6,5 mM) 0,923 g 
 
KH2PO4 (1,5 mM) 0,204 g 
 
Tween-20 (0,05 %) 0,5 ml 
 
H2Odd ad 1 l 
 
pH: 7,4  
 
Lagerung bei RT  
 
  
Stop-Lösung H3PO4 (1 M) 5,24 ml 
 
H2Odd ad 100 ml 
 
Lagerung bei RT  
 
4.5.7 SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Sodium dodecylsulfat polyacrylamide gel electrophorese, kurz SDS-PAGE, beschreibt eine 
weitverbreitete Methode zur Trennung biologischer Makromoleküle – wie Proteine oder Nuk-
leinsäuren – in einem homogenen elektrischen Feld. Die Mobilität ist dabei von Länge, Kon-
formation und Ladung der Moleküle abhängig. Durch Zugabe des anionischen Detergens SDS 
und anschließende Denaturierung der Proteinproben bei 95°C wird die Eigenladung der Pro-
teine maskiert und die Proteine linearisiert. Das im Ladungspuffer (Laemmli-Puffer) enthalte-
ne β-Mercaptoethanol unterstützt die Linearisierung der Proteine durch Spaltung der Disul-
fidbrücken. Dies erlaubt eine Auftrennung der Proteine nach ihrer Kettenlänge proportional 
zur Masse, da längere Ketten eine langsamere Wandergeschwindigkeit im Gel aufweisen als 
kürzere. 
Die Trennung erfolgt durch eine diskontinuierliche Gelelektrophorese. Das Polyacrylamidgel 
weist hierbei zwei Schichten auf, die sich in Porengröße und pH-Werte unterschieden. Das 
obere Sammelgel besitzt größere Poren und einen neutralen pH-Wert (6,8), während das alka-
lische Trenngel (pH 8,8) eine kleinere Porengröße aufweist. Der pH-Gradient führt auf Grund 
gleicher Wandergeschwindigkeit zur Stapelung der Proteine an der Grenze zum Trenngel. Die 
Migration der Probe in das kleinporige Trenngel resultiert in einer Trennung der Proteine 
nach ihrer Kettenlänge. Der Einsatz eines Proteinmarkers ermöglicht die Zuordnung detektier-
ter Proteine einer bestimmten Größe (Lottspeich et al. 1998; Cammann, 2001). 
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4.5.7.1 Probenvorbereitung 
Zellen werden im entsprechenden Format ausgesät und behandelt. Nach Beenden der Inkuba-
tionszeit wird das Medium entfernt, der Zellrasen mit PBS gewaschen und die Proben bis zur 
Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Zur Aufbereitung werden die Gewebekulturschalen auf Eis 
aufgetaut. Je Schale werden 200 µl Lysepuffer (Tabelle 20) hinzugefügt, die Zellen unter 
Verwendung eines Zellschabers vom Boden der Kulturschale gelöst und die Suspension in ein 
Eppendorfreaktionsgefäß überführt. Die Proben werden mit Hilfe einer Ultraschallsonde ho-
mogenisiert und anschließend bei 10000 × g für 10 min bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand 
enthält die gelösten Proteine der Zelle und wird in ein frisches Reaktionsgefäß transferiert. 
Nach Bestimmung der Proteingehalte mittels BCA Assays wird durch Verdünnung mit bides-
tilliertem Wasser eine einheitliche Proteinkonzentration von 2 µg/µl eingestellt. Jeweils 15 µl 
der eingestellten Proteinproben werden mit je 3 µl Ladepuffer (6× Laemmli-Puffer, Tabelle 
20) versetzt. Anschließend werden die Proben für 5 min bei 95°C denaturiert und auf Eis ab-
gekühlt. Nach einer Zentrifugation bei 10000 × g für 2-3 min, können die Proben sofort ver-
wendet oder bis zur weiteren Analyse bei -20°C aufbewahrt werden. 
 
Tabelle 20: Lysepuffer und Laemmli-Ladepuffer (6x) 
Lysepuffer NaCl (0,9 %) 9,00 g 
 
H2Odd ad 1 l 
 
Lagerung bei RT  
 
Proteaseinhibitorcocktail (0,1 %) 1:1000 (v/v) 
 
Kurz vor Gebrauch dazugeben  
 
  
Laemmli-Ladepuffer (6×) Tris/HCl (0,5 M, pH 6,8) 50 ml 
 
SDS 1,24 g 
 
Glycerin 40 ml 
 
Bromphenolblau 0,16 g 
 
β-Mercaptoethanol 5,0 ml 
 
H2Odd ad 100 ml 
 
Lagerung bei -20°C  
4.5.7.2 Gelelektrophorese 
Die Reagenzien für das Trenngel (Tabelle 21) werden zusammengegeben und rasch zwischen 
die Glasplatten der zuvor zusammengebauten Gelkammer gegossen. Die Oberfläche wird 
sofort mit n-Butanol überschichtet, um Lufteinschlüsse zu vermeiden und eine gerade Grenz-
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fläche zu gewährleisten. Nach Aushärten des Trenngels wird das n-Butanol mit Hilfe eines 
Filterpapiers vollständig entfernt, das frisch hergestellte Sammelgel (Tabelle 21) zügig auf 
das Trenngel gegossen und mit einem Kamm zur Bildung der Probentaschen versehen. Nach 
Auspolymerisieren des Sammelgels werden je zwei Gelkammern in die Elektrophoresekam-
mer (Mini Protean IV, Bio-Rad) transferiert und mit 1x-Elektrophoresepuffer (Tabelle 22) 
überschichtet. Der Kamm wird vorsichtig entfernt und die Taschen mit je 18 µl vorbereiteter 
Probe beladen. Eine Tasche pro Gel wird dabei mit 5 µl Proteinmarker (Precision Plus Kalei-
doscope Protein Standard, Bio-Rad) versehen. Anschließend wird die Elektrophorese bei ei-
ner Spannung von 140 V für 1,5 h durchgeführt. 
 
Tabelle 21: Trenn- und Sammelgel für SDS-PAGE 
Tris/HCl (1,5 M) Tris 18,2 g 
 
H2Odd ad 100 ml 
 
pH: 8,8  
 
Lagerung bei RT  
 
  
Tris/HCl (0,5 M) Tris 6,1 g 
 
H2Odd ad 100 ml 
 
pH: 6,8  
 
Lagerung bei RT  
 
  
Trenngel (10 %) Tris/HCl (1,5 M, pH: 8,8) 1,23 ml 
 
H2Odd 2,0 ml 
 
Acrylamid (30 % Lösung) 1,64 ml 
 
SDS (10 % Lösung) 50 µl 
 
APS (10 %) 50 µl 
 
TEMED 5 µl 
 
  
Sammelgel (4 %) Tris/HCl (0,5 M, pH: 6,8) 0,5 ml 
 
H2Odd 1,2 ml 
 
Acrylamid (30 % Lösung) 0,25 ml 
 
SDS (10 % Lösung) 20 µl 
 
APS (10 %) 20 µl 
 
TEMED 5 µl 
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Tabelle 22: Elektrophoresepuffer für SDS-PAGE 
Elektrophoresepuffer (10x) Glycin (2 M) 720 g 
 
Tris (250 M) 150 g 
 
SDS (20 % Lösung) 250 ml 
 
H2Odd ad 5 l 
 
pH: 8,4  
 
Lagerung bei RT  
 
  
Elektrophoresepuffer (1x) Elektrophoresepuffer (10x) 250 ml 
 
H2Odd ad 2,5 l 
 
Lagerung bei RT  
 
4.5.8  Western Blot und Immunoblot 
Nach Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE werden diese mittels eines vertikalen 
elektrischen Feldes vom Polyacrylamidgel auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran übertra-
gen. Die Proteine wandern dabei in Richtung der Anode, wobei das Muster der elektrophore-
tischen Trennung erhalten bleibt. Die so auf der Membran fixierten Proteine können durch 
Bindung von spezifischen Erstantikörpern an das zu untersuchende Protein und anschließende 
Bindung eines gegen den Primärantikörper gerichteten Sekundärantikörpers spezifisch nach-
gewiesen werden. Der Sekundärantikörper ist mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) 
konjugiert. Dieses Enzym katalysiert die Oxidation des Luminols durch Wasserstoffperoxid 
zum 3-Aminophthalat, welches durch den Übergang aus dem angeregten in den Grundzustand 
und der daraus resultierenden Chemilumineszenz die Detektion mittels einer CCD-Kamera im 
Lumiimager ermöglicht (Abbildung 21). Das Signal der Chemilumineszenz kann durch Ein-
satz von p-Cumarsäure verstärkt werden. (Lottspeich et al. 1998). 
 
 
Abbildung 21: Chemilumineszenz-Reaktion des Luminols. 
 
Methoden 
 
 
59 
Für den Transfer wird die hydrophobe PVDF-Membran, welche auf eine Größe von 6,5 × 9,0 
cm zugeschnitten wird, für 10 sec in Methanol aktiviert und anschließend im Anoden II Puf-
fer (Tabelle 23) äquilibriert. Die auf eine Größe von 7,0 × 9,5 cm zugeschnittenen Filterpapie-
re werden in den entsprechenden Puffern getränkt und der Semi-Dry-Blot zusammengebaut 
(Abbildung 22). Der Proteintransfer auf die Membran erfolgt innerhalb von 75 min bei einer 
konstanten Stromstärke von 0,8 mA/cm2 (45 mA/Membran).  
 
 
Abbildung 22: Aufbau einer Semi-Dry-Blotting-Apparatur. 
 
Tabelle 23: Blotting Puffer 
Anodenpuffer I Tris (300 mM) 36,3 g 
 
Methanol 100 ml 
 
H2Odd ad 1 l 
 
pH: 10,4  
 
Lagerung bei RT  
 
  
Anodenpuffer II Tris (25 mM) 3 g 
 
Methanol 100 ml 
 
H2Odd ad 1 l 
 
pH: 10,4  
 
Lagerung bei RT  
 
  
Kathodenpuffer  Glycin 3 g 
 
Trix 3 g 
 
Methanol 200 ml 
 
SDS (20 % Lösung) 250 µl 
 
H2Odd ad 1 l 
 
pH: 9,4  
 
Lagerung bei RT  
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Nach dem Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf die PVDF-Membran, 
wird diese über Nacht bei 4°C im Blocking-Puffer (Tabelle 24) inkubiert, um die freien un-
spezifischen Bindungsstellen zu blockieren. Anschließend wird die Membran für 1 h bei 
Raumtemperatur im frischen Blocking-Puffer mit Primärantikörper in einer Verdünnung von 
1:1000 inkubiert. Die Membran wird dreimal für 5 min bei Raumtemperatur mit TBS-T 
(Tabelle 24) gewaschen und in TBS-T für 1 h bei Raumtemperatur mit Sekundärantikörper in 
einer Verdünnung von 1:4000 inkubiert. Schließlich folgen zwei Waschschritte mit TBS-T 
und ein Waschschritt in TBS. Bis zur Detektion kann die Membran bis zu einer Woche in 
TBS gelagert werden. Für die Detektion der Chemilumineszenz wird die Membran unter 
Lichtausschluss für 1 min in der Detektionslösung (Tabelle 25) inkubiert und anschließend 
mit Hilfe des Lumiimagers detektiert. 
Zur Detektion von verschiedenen Proteinen ähnlicher Masse auf einer Membran, können die 
zuvor gebundenen Primär- und Sekundärantikörper mit Hilfe eines sogenannten „Stripping-
Puffers“ abgewaschen werden (Tabelle 26). Das im Puffer enthaltene β-Mercaptoethanol und 
SDS lösen die Disulfidbrücken zwischen Protein und Antikörper und entfernen so die Anti-
körper vom Protein. Dazu wird die Membran für 20 min bei 50°C im Stripping-Puffer inku-
biert. Anschließend wird die Membran sechsmal für jeweils 5 min bei Raumtemperatur in 
TBS-T gewaschen. Danach folgen erneut die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen und 
anschließende Inkubation mit Primär- und Sekundärantikörpern. Es ist darauf zu achten, dass 
die Inkubationsdauer mit dem Stripping-Puffer 20 min nicht überschritten wird, da dies zur 
Ablösung der Targetproteine von der Membran führen kann 
 
Tabelle 24: Lösungen für Immunoblot 
TBS (20x) NaCl (2,6 M) 304 g 
 
Tris/HCl (0,4 M) 97 g 
 
H2Odd ad 1 l 
 
pH: 7,4  
 
Lagerung bei RT  
 
  
TBS (1x) TBS (20x) 250 ml 
 
H2Odd ad 5 l 
 
Lagerung bei RT  
 
  
TBS-T (1x) TBS (1x) 2 l 
 
Tween-20 6 ml 
 
Lagerung bei RT 
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Blocking-Puffer TBS-T (1x) 100 ml 
 
Milchpulver 5 g 
 
Kurz vor Gebrauch ansetzen  
 
 
Tabelle 25: Lösungen zur Detektion der Chemilumineszenz 
Tris/HCl  Tris (0.1 M) 2,43 g 
 
H2Odd ad 200 ml 
 
pH: 8,6  
 
Lagerung bei RT  
 
  
Lösung A Luminol 50 mg 
 
Tris 0,1 M 200 ml 
 
Lagerung bei 4°C  
 
lichtgeschützt  
 
  
Lösung B p-Cumarsäure 22 mg 
 
DMSO 20 ml 
 
Lagerung bei RT  
 
lichtgeschützt  
 
  
H2O2-Lösung Tris/HCl (0,1 M) 500 µl 
 
H2O2 (30% Lösung) 25 µl 
 
Kurz vor Gebrauch herstellen  
 
lichtgeschützt  
 
  
Detektionslösung Lösung A 9 ml 
 
Lösung B 1 ml 
 
H2O2-Lösung 100 µl 
 
Tabelle 26: Stripping-Puffer 
Stripping-Puffer Tris (62,5 mM) 757 mg 
 
SDS (20 % Lösung) 10 ml 
 
β-Mercaptoethanol (100 mM) 700 µl 
 
H2Odd 100 ml 
 
pH: 6,7  
 
Lagerung bei RT  
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4.5.9 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 
Bei der Kontrolle vieler zellulärer Prozesse einschließlich der DNA-Replikation, Rekombina-
tion, Transkription und Reparatur, spielt die Interaktion von Proteinen mit der DNA eine zent-
rale Rolle. Eine der sensitivsten Methoden zur Untersuchung DNA-bindender Eigenschaften 
von Proteinen ist der Electrophoretic Mobility Shift Assay, kurz (EMSA). Dieser wird auch 
als Band Shift Assay oder Gel Shift Assay bezeichnet und ist eine Affinitätselektrophorese. 
Die Methode basiert darauf, dass Protein-DNA-Komplexe bei der Elektrophorese in einem 
nativen Polyacrylamidgel eine viel geringere Migrationsgeschwindigkeit aufweisen als freie 
lineare DNA (Garner et al. 1981; Hellman et al. 2007).  
Die relative Änderung der Mobilität eines Komplexes gibt jedoch noch keine Auskunft darü-
ber welches Protein genau an die DNA gebunden hat. Durch Verwendung eines gegen das 
gesuchte Protein spezifischen Antikörpers, welcher an das Protein bindet, wird die Migrati-
onsgeschwindigkeit des Komplexes um ein Weiteres verringert, was in einem sogenannten 
„Supershift“ resultiert. Abbildung 23 zeigt schematisch das Prinzip des Gel Shift Assays. Die 
Detektion erfolgt hierbei, analog zum Immunoblot, mittels der Meerettichperoxidase kataly-
sierten Oxidation des Luminols zum 3-Aminophthalat und der daraus resultierenden Chemi-
lumineszenz, die mittels einer CCD-Kamera erfasst werden kann. 
 
 
Abbildung 23: Prinzip des Electrophoretic Mobility Shift Assays (schematisch). 
 
Für die Untersuchung der DNA-Protein-Interaktion wird das LightShift® Chemiluminescent 
EMSA Kit mit dem Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module der Firma Thermo 
Scientific verwendet. Der Assay wird nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die einzel-
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nen Schritte werden in folgenden Abschnitten erläutert. Die zu untersuchenden Proteine (AhR 
und VDR) werden durch Kernextraktion aus mit TCDD oder Calcitriol behandelten HEK-293 
Zellen gewonnen (Kapitel 4.3). 
4.5.9.1 Hybridisierung von DNA-Einzelsträngen 
Die Oligonukleotid-Sequenz der humanen CYP1A1-Promoter-Region (Matsunawa et al. 
2012) wurde 5‘-Biotin markiert als zwei komplementäre Stränge von der Firma MWG Ope-
ron synthetisiert und bezogen (Tabelle 27). 
 
Tabelle 27: Nukleotidsequenz der humanen CYP1A1 Promoter Region (Matsunawa et al. 20120). 
Biotin-5‘-CCG GCT CGC GTG AGA AGC GCT GCG ACC CCA GCC CTG AGG TCA CGG GG-3’ 
3‘-GGC CGA GCG CAC TCT TCG CGA CGC TGG GGT CGG GAC TCC AGT GCC CC-5’-Biotin 
 
Zum Hybridisieren der komplementären DNA-Stränge werden die einzelnen Stränge in Tris-
Puffer (Tabelle 28) aufgenommen und auf eine Konzentration von 100 pmol/µl eingestellt. 30 
µl der jeweiligen DNA-Strang-Lösung werden in ein 15 ml Reaktionsgefäß zusammengefügt 
und auf 6 ml TRIS-Puffer aufgefüllt, so dass die Konzentration von 1 pmol/µl erreicht wird. 
Die DNA-Lösung wird zu je 500 µl aliquotiert. 400 ml Wasser werden in einem Becherglas 
zum Kochen gebracht und die aliquotierten DNA-Proben darin für 5 min inkubiert. Die Heiz-
platte wird ausgestellt, das Becherglas mit den Proben darauf belassen und langsam auf 
Raumtemperatur abgekühlt. Die Proben werden zu 10 µl aliquotiert und bei -20°C aufbe-
wahrt. Vor der Verwendung im Gel Shift Assay wird die DNA-Lösung langsam auf Eis auf-
getaut und mit Tris-Puffer auf eine Konzentration von 10 fmol/µl verdünnt. 
 
Tabelle 28: Tris-Puffer für DNA-Annealing 
Tris-Puffer Tris (10 mM) 60,6 mg 
 
Na4-EDTA (1 mM) 18,6 mg 
 
NaCl (50 mM) 146,1 mg 
 
H2Odd, Nuklease frei 50 ml 
 
pH: 8,0  
 
Lagerung bei RT  
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4.5.9.2 Probenvorbereitung und Gelelektrophorese 
Für die Bindungsreaktion werden die einzelnen Komponenten in der aufgeführten Reihenfol-
ge (Tabelle 29) in ein Reaktionsgefäß gegeben und für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend werden die Proben mit je 5 µl Ladepuffer (5×) versehen und durch mehrmali-
ges Auf- und Abpipettieren durchmischt. Bei jedem Versuchsansatz werden Kit-interne Kont-
rollen mitgeführt. 
Während der Inkubationszeit der Proben werden die Reagenzien für das native Polyacryla-
midgel (Tabelle 30) zusammengegeben, rasch zwischen die Glasplatten der zuvor zusammen-
gebauten Gelkammer gegossen und mit einem Kamm zur Bildung der Probentaschen verse-
hen. Nach Auspolymerisieren des Polyacrylamidgels werden zwei Gelkammern in die Elekt-
rophoresekammer (Mini Protean IV, Bio-Rad) transferiert und mit 0,5×-TBE-Puffer (Tabelle 
30) überschichtet. Der Kamm wird vorsichtig entfernt, die Taschen kurz mit 0,5×-TBE-Puffer 
gespült und eine Präelektrophorese des Gels für 30-60 min bei einer Spannung von 100 V 
durchgeführt. Nach der Präelektrophorese werden die Probetaschen mit 0,5×-TBE-Puffer ge-
spült und mit je 20 µl der vorinkubierten Proben beladen. Anschließend folgt die elektropho-
retische Trennung der Proben bei 100 V, bis die Bromphenol-Lauffront ¾ der Länge des Gels 
erreicht hat (ca. 65 min). 
 
Tabelle 29: Komponenten der Proben für EMSA 
Komponente Endkonzentration 
Probe 
DNA DNA + Protein 
DNA + Protein 
+Antikörper 
H2Odd --- 12 µl 10 µl 9 µl 
Bindungspuffer (10×) 1× 2 µl 2 µl 2 µl 
Poly-AT (1µg/µl) 50 ng/µl 1 µl 1 µl 1 µl 
Glycerin (50 %) 2,5 % 1 µl 1 µl 1 µl 
NP-40 (1 %) 0,05 % 1 µl 1 µl 1 µl 
MgCl2 (100 mM) 5 mM 1 µl 1 µl 1 µl 
Kernextrakt  (2µg/µl) 4 µg --- 2 µl 2 µl 
Antikörper (20 ng/µl) 20 ng --- --- 1 µl 
Biotin-DNA (10 fmol/µl) 20 fmol 2 µl 2 µl 2 µl 
Ladepuffer (5×) 1× 5 µl 5 µl 5 µl 
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Tabelle 30: TBE-Puffer und natives Polyacrylamidgel für EMSA 
TBE-Puffer (5x) Tris (450 mM) 54,5 g 
 
Borsäure (450 mM) 27,8 g 
 
Na2-EDTA (10 mM) 3,7 g 
 
H2Odd ad 1 l 
 
pH: 8,3  
 
Lagerung bei 4°C  
 
  
TBE-Puffer (0,5x) TBE-Puffer (5x)Tris 250 ml 
 
H2Odd ad 2,5 l 
 
pH: 6,8  
 
Lagerung bei 4°C  
 
  
natives Polyacrylamidgel (6 %) TBE-Puffer (5x) 1,2 ml 
 
H2Odd 8,4 ml 
 
Acrylamid (30 % Lösung) 2,4 ml 
 
APS (10 %) 200 µl 
 
TEMED 10 µl 
4.5.9.3 Transfer auf eine Nylonmembran und Crosslink 
Nach der elektrophoretischen Trennung werden die Proben, ähnlich wie beim Western-Blot 
(Kapitel 4.5.8), auf eine positiv geladene Nylonmembran übertragen. Dazu werden die auf 
eine Größe von 7,0 × 9,0 cm zugeschnittenen Blotting-Schwämme und Membran für mindes-
tens 20 min in 0,5×-TBE-Puffer gelegt. Der Blot wird zusammengebaut (Abbildung 24), in 
die Tank-Blotting-Apparatur eingespannt und mit 4°C kaltem 0,5×-TBE-Puffer überschichtet. 
Der Transfer findet bei 380 mA und einer Temperatur von ~10°C für 45 min statt. 
 
 
Abbildung 24: Aufbau der Tank-Blotting Apparatur. 
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Nach dem Transfer der DNA-Protein-Komplexe auf die Nylon-Membran, müssen diese dar-
auf fixiert werden, dieser Prozess wird auch Crosslinking genannt. Dazu wird die Membran 
für 45-60 sec in einer Crosslink-Apparatur einer UV-Strahlung von 120 mJ/cm2 ausgesetzt. 
4.5.9.4 Detektion der Chemilumineszenz 
Zur Detektion wird die Membran nach dem Crosslinking für 15 min in 20 ml auf 37-50°C 
vortemperiertem Blocking-Puffer inkubiert, um die unspezifischen Bindungsstellen zu blo-
ckieren. Nach dem Blocken wird das Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat mit dem 
Blocking-Puffer 1:300 verdünnt und die Membran darin für 15 min bei Raumtemperatur in-
kubiert. Anschließend wird die Membran viermal für jeweils 5 min mit dem Waschpuffer bei 
Raumtemperatur gewaschen und für 5 min in 30 ml Substrat-Äquilibrierungspuffer inkubiert. 
Darauf folgt eine lichtgeschützte, 5 min Inkubation der Membran in der Detektionslösung, 
welche Luminol und Wasserstoffperoxid enthält. Die resultierende Chemilumineszenz wird 
mittels des Lumiimagers detektiert. 
4.6 Durchflusszytometrie 
Ursprünglich als in der Immunologie und Hämatologie entwickelte Methode, ist die Durch-
flusszytometrie, auch FACS (fluorescence-activated cell sorting) genannt, heute eine in ver-
schiedenen Bereichen der Biowissenschaften weit verbreitete Technik. Diese Methode erlaubt 
es Zellen hinsichtlich ihrer Größe, Granularität, Oberflächeneigenschaften sowie deren intra-
zellulärer Unterschiede zu differenzieren und zu charakterisieren. Dabei passieren Zellen ei-
ner Zellsuspension einzeln einen fokussierten Laserstrahl. Das dadurch erzeugte charakteristi-
sche Streulicht und Fluoreszenz werden separat detektiert. Der Forward-Scatter gibt Auskunft 
über die Zellgröße, während der Side-Scatter Informationen über die intrazelluläre Beschaf-
fenheit, wie Granularität, liefert (Abbildung 25). Durch den Einsatz fluoreszenzmarkierter 
Antikörper lassen sich spezifische Strukturen auf und in den Zellen markieren und erkennen, 
wobei die Verwendung verschiedener Chromophore eine simultane Detektion unterschiedli-
cher Strukturen ermöglicht. (Shapiro, 2003; Luttmann et al. 2006). 
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Abbildung 25: Prinzips der Durchflusszytometrie (nach Luttmann et al. 2006). 
 
Für die durchflusszytometrische Analyse werden murine Knochenmarkzellen an Tag 9 nach 
Aussaat bzw. an Tag 11 nach LPS-Stimulation geerntet. Dazu wird das Medium entfernt, der 
Zellrasen mit eiskaltem PBS versetzt und für 10 min auf Eis inkubiert. Die adhärenten Zellen 
werden durch kräftiges Pipettieren vom Boden der Kulturschale gelöst. Die Zellsuspension 
wird für 3 min bei 200 × g zentrifugiert und das Zellpellet im Stain-Buffer zu einer Konzent-
ration von 5×106 Zellen/ml aufgenommen. Jeweils 100 µl dieser Suspension werden in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt und mit antigenspezifischen Antikörpern für 30 min bei 4°C 
inkubiert (Tabelle 31). Die eingesetzte Antikörper-Konzentration wird vorab empirisch durch 
Titration ermittelt. 
Die enzymatische Ablösung der Zellen vom Boden der Kulturschale mittels Trypsin oder Ac-
cutase sollte vermieden werden, da durch Behandlung mit Enzymen die Oberflächenbeschaf-
fenheit der Zellen angegriffen wird, wodurch eine adäquate Antigen-Analyse nicht mehr ge-
währleistet werden kann (Zhang et al. 2012b). 
 
Tabelle 31: Antikörper für Durchflusszytometrie 
Antikörper 
Konzentration der 
Stammlösung 
Eingesetztes 
Volumen [µl] 
FITC Hamster Anti-Mouse CD11c 
0,5 mg/ml 0,5 
FITC Hamster IgG1 λ1 Isotyp Kontrolle 
 
  
FITC Anti-Mouse F4/80 Antigen 
0,5 mg/ml 1 
FITC Rat IgG2a κ Isotyp Kontrolle 
 
  
PE-Cy7 Anti-Mouse MHC Class II 
0,2 mg/ml 1,25 
PE-Cy7 Rat IgG2b κ Isotyp Kontrolle 
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Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die Zellsuspension für 10 sec bei 200 × g zentrifugiert. 
Der Überstand wird verworfen und das Pellet in 500 µl der Cell Wash Lösung (BD Bioscien-
ces) resuspendiert. Die Suspension wird in ein FACS-Röhrchen überführt, vorsichtig gevor-
text und einer durchflusszytometrischen Analyse mit Hilfe des BD FACSCanto II unterzogen. 
Die verwendeten Geräteparameter sind in der nachfolgenden Tabelle (Tabelle 32) aufgeführt. 
Die Anregung erfolgt stets mit blauem Laser mit der Wellenlänge von 488 nm. 
 
Tabelle 32: Einstellungen für Geräte-spezifische Parameter für Durchflusszytometrie 
Parameter Einstellung 
Durchflussrate der Probe 10 µl/min 
Proben-Akquirierung 10000 Zellen 
Spannung FSC 180 V 
Spannung SSC 350 V 
Spannung FITC 400 V 
Spannung PE-Cy7 350 V 
 
Die Analyse der Daten erfolgt mit Hilfe der BD FACSDiva Software und der Flowing Soft-
ware. Dotplots (Auftragung FSC gegen SSC) werden sowohl von Fluoreszenz-markierten als 
auch ungefärbten Zellen aufgenommen. Zur Darstellung eines Histogramms wird bei Proben, 
die mit nur einem Antikörper markiert werden, die Zellzahl gegen die Fluoreszenz aufgetra-
gen. Im Falle der Proben, die mit zwei Antikörpern markiert werden, wird zur Errechnung 
prozentualer Verteilung der unterschiedlich markierten Zellen ebenfalls ein Dotplot darges-
tellt. Tabelle 33 fasst die unterschiedlichen Eigenschaften der verwendeten Fluorophore zu-
sammen. 
 
Tabelle 33: Eigenschaften verwendeter Fluorophore für FACS 
 FITC PE-Cy7 
Absorptionsmaximum [nm] 494 496 
Emissionsmaximum [nm]  520 785 
Fluoreszenzdetektion mit  
488 nm Laser [nm] 
515-545 750-810 
Fluoreszenz-Kanal (BD FACSCanto) Grün Infrarot 
Filter [nm] 530/30 780/60 
 
 Um die unspezifische Bindung des untersuchten Antikörpers
einer adäquaten Isotyp-Kontrolle zu jedem verwendeten Antikörper unabdingbar. Zur Au
wertung wird im Histogramm das Raster für die Isotyp Kontrolle so gesetzt, dass es 99 % 
aller Zellen einschließt. Diese Einstellung wird fü
Probe beibehalten. 
4.7 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC)
Die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie, kurz HPLC (engl. für 
Chromatography) ist eine leistungsfähige Technik, zur Auftren
ponenten biologischer Proben, bei de
nären und der mobilen Phase 
untersuchenden Probe diverse Eigenschaften besitzen
phil sind – interagieren diese verschieden mit dem Säulenmaterial. Je nach Stärke der Wec
selwirkung eluieren die Komponenten der Probe zu unterschiedlichen 
anhand diverser Detektoren erfasst werd
2004).  
Bei der stationären Phase werden zwei Arten unterschieden 
Umkehrphase (reversed phase
Silicagel/Kieselgel, Aluminiumoxid) und eine unpolare mobile Phase (z.B. Hexan, Chlor
form) vor. Bei der RP-HPLC hingegen
modifizierte Silane, wie C8 oder C
mit Methanol oder Acetonitril)
genden Abbildung 26 schematisch dargestellt.
 
Abbildung 26: HPLC-System, schematisch
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Nach dem Entgasen wird das Fließmittel durch eine Pumpe mit einer konstanten Fließge-
schwindigkeit gefördert und die gelöste Probe auf die Chromatographiesäule gegeben. Nach 
Passieren der Säule werden die Analyten anhand eines geeigneten Detektors erfasst. Die Wahl 
des Detektors orientiert sich an den Eigenschaften der untersuchten Analyten. Dabei stehen 
verschiedene Arten an Detektorsystemen für die HPLC zur Auswahl. Neben Fluoreszenz, 
Chemilumineszenz und Brechungsindex können die Analyten auch mittels UV-Vis Spektros-
kopie oder Massenspektrometrie detektiert werden (Cammann, 2001; Meyer, 2004). 
In der vorliegenden Arbeit dient die UV-Vis Spektroskopie mittels DAD als Detektionsver-
fahren zur Analyse chromatographisch getrennter Analyten, eine der am häufigsten eingesetz-
ten Detektionsmethoden. Die Detektion ist jedoch nur dann möglich, wenn das untersuchte 
Molekül eine chromophore Gruppe, wie z.B. einen aromatischen Ring oder eine Carbonyl-
gruppe, beinhaltet. Die Messung der Extinktion kann bei einer festen, spezifischen, vom ein-
gebauten Filter abhängigen Wellenlänge erfolgen (Photometer), wobei ein Detektor mit va-
riabler Wellenlängeneinstellung (Spektrometer) die Möglichkeit bietet die Wellenlänge auf 
das Absorptionsmaximum des untersuchten Analyten anzupassen. Die wohl flexibelste Art 
der UV-Vis Detektion bietet der Diodenarray-Detektor (DAD). Dabei erfolgt die Umwand-
lung der Absorption in ein elektrisches Messsignal nicht durch eine einzelne Photomesszelle, 
sondern durch eine Anordnung zahlreicher Photodioden (215 – 1024). Dies ermöglicht der 
Zahl der Dioden entsprechend die Anzahl verschiedener Wellenlängen gleichzeitig zu erfas-
sen. So kann von jedem Peak im Chromatogramm das gesamte UV-Vis Spektrum aufge-
nommen werden, was zur Strukturaufklärung beitragen kann (Cammann, 2001; Meyer, 2004). 
4.7.1 Probenvorbereitung  
Für die HPLC-Analyse werden murine Knochenmarkzellen auf 60 mm Kulturschalen ausge-
sät und wie beschrieben (Kapitel 4.1.3) kultiviert. An Tag 10 erfolgt die Behandlung der Zel-
len mit DMSO, Calcitriol oder LPS für 48 h. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die 
Mediumüberstände behandelter Zellen gesammelt. Der Zellrasen wird mit einem Zellschaber 
vom Boden der Kulturschale gelöst und zu den gesammelten Mediumüberständen gegeben. 
Die Zellsuspension wird mittels Ultraschall homogenisiert. Für die Präzipitation der Proteine 
wird zu 25 ml der homogenisierten Zellsuspension gleiches Volumen eiskalten Acetons gege-
ben, durch kräftiges Schütteln vermischt und für 6-8 h bei -20°C inkubiert. Anschließend wird 
die Suspension für 15 min bei 10000 × g und 4°C zentrifugiert. Der klare Überstand wird in 
ein neues Reaktionsgefäß überführt und erneut für 6-8 h bei -20°C inkubiert, um eine voll-
ständige Präzipitation der Proteine zu gewährleisten. Nach einem weiteren Zentrifugations-
schritt bei 10000 × g für 15 min wird der Überstand in einen Spitzkolben überführt und unter 
reduziertem Druck am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Der Rückstand wird in 1 
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ml bidestilliertem Wasser aufgenommen und durch eine 0,2 µm PVDF Membran gefiltert. 
Die Proben werden direkt einer HPLC-Analyse unterzogen oder bei 4°C aufbewahrt. 
4.7.2 HPLC-Analyse 
Zur chromatographischen Analyse wird eine LiChrospher® 100 RP-18-Trennsäule (250 × 4 
mm, 5 µm) mit der entsprechenden RP-18-Vorsäule LiChrospher® 100 (5 µm) LiChroCART 
®
 4-4 der Firma Merck verwendet. Als Fließmittel dienen bidestilliertes Wasser (A) und Ace-
tonitril (B). Das Injektionsvolumen beträgt 50 µl, die Durchflussrate 0,8 ml/min und die 
Dauer einer jeden Messung 65 min. Alle Messungen werden bei Raumtemperatur durchge-
führt. Das zur Trennung verwendete Gradientenprofil ist in der folgenden Tabelle 34 zusam-
mengefasst. 
 
Tabelle 34: Gradientenprofil der HPLC-Methode 
Zeit [min] Fließmittelzusammensetzung [% B] 
0-10 0 (isokratisch) 
10-55 100 (linear) 
55-60 100 (isokratisch) 
60-61 0 (linear) 
61-65 0 (isokratisch) 
4.8 Statistische Auswertung 
Die erhaltenen Daten der vorliegenden Arbeit werden mit Hilfe der GraphPad InStat 3.0 
Software (GraphPad Software, San Diego, USA) statistisch analysiert. Die Ergebnisse von 
mindestens drei unabhängigen Experimenten werden als Mittelwerte (MW) ± Standardabwei-
chung (SD) dargestellt. Die Varianz Analyse One-way ANOVA mit dem Dunnett‘s Multiple 
Comparisons Test dient zur Untersuchung der Unterschiede zwischen mit verschiedenen 
Konzentrationen behandelten Proben und der entsprechenden Kontrolle. Zur statistischen 
Analyse multipler Paarvergleiche – mehrerer Gruppen untereinander – wurde die Varianz 
Analyse One-way ANOVA mit dem Bonferroni‘s Multiple Comparisons Test herangezogen. 
Zum Vergleich der Kontrolle mit nur einem Behandlungspunkt wird der one-tailed unpaired 
Student’s t-test mit Welch Korrektur angewandt. Signifikanzen werden durch Sternchen über 
den entsprechenden Daten markiert:  * = p ≤ 0,05, ** = p ≤ 0,01, *** = p ≤ 0,001. 
 

KAPITEL 5 
 
5. ERGEBNISSE  
as Ziel der vorliegenden Dissertation war die Isolierung, Kultivierung und Charakteri-
sierung primärer muriner Knochenmarkzellen ohne und mit 48-stündiger Stimulation 
mit Lipopolysacchariden (LPS), den Endotoxinen gramnegativer Bakterien, zum Nachstellen 
einer Infektion. Die gewonnenen konditionierten Mediumüberstände der myeloider Zellen, 
vor und nach LPS-Stimulation, wurden hinsichtlich ihrer Stickoxid- und Zytokin-
Konzentration analysiert. Des Weiteren wurden die gewonnenen Mediumüberstände auf ihr 
Vermögen das Enzym Cytochrom P450 1A1 in immortalisierten Hepatomzellen auf verschie-
denen Ebenen (Enzymaktivität, mRNA, Protein) zu induzieren beziehungsweise zu inhibie-
ren, untersucht. Weiterhin wurden murine myeloide Zellen mit 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-
dioxin sowie Calcitriol für 48 h behandelt und die daraus resultierende Änderung der Zytoki-
nausschüttung und der Genexpression verschiedener Gene analysiert. Zusätzlich sollte der 
Zusammenhang zwischen den beiden durch die genannten Substanzen beeinflussten Rezepto-
ren Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR) und Vitamin-D-Rezeptor (VDR) – beziehungsweise 
deren Signalwegen – näher betrachtet werden. 
5.1 Charakterisierung muriner Knochenmarkzellen 
Das Knochenmark enthält hämatopoetische Stammzellen und Precursorzellen. Nach Isolie-
rung dieser Zellen kann bei der Kultivierung, unter Verwendung bestimmter Wachstumsfak-
toren und Zytokinen, die Differenzierung beeinflusst und in eine Richtung gesteuert werden. 
In der vorliegenden Arbeit wurde bei der Kultivierung der isolierten Stammzellen der Granu-
lozyten/Makrophagen Kolonie-stimulierende Faktor – kurz GM-CSF – verwendet, um so die 
D 
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Ausdifferenzierung der Stammzellen zu
lenken. In der Literatur wird unter Verwend
Zellen als auch Makrophagen aus Knochenmarkzellen beschrieben (Inaba 
al. 1999; Marim et al. 2010). 
renz und Proliferation der Zellen
eine lichtmikroskopische Untersuchung 
risierung vorzunehmen, wurden die Zellen am Ende der Kultivierung
der LPS-Stimulation, hinsichtlich dreier Oberflächenmarker CD11c, F4/80 und MHC II
sätzlich einer durchflusszytometrischen Analyse unterzo
chungen werden in den nachfolgenden Kapiteln dargestellt.
5.1.1 Lichtmikroskopisc
Innerhalb der 12-tägigen Kultivierung muriner Knochenmarkzellen 
Änderung der Zellen beobachtet werden. Direkt nach der Aussaat, an Tag 0, weisen die Zellen 
eine kleine, runde Form auf. Ab dem dritten Kultivierungs
ren und proliferieren, sodass bis zum zehnten Kultivierungstag ein konfluenter
Zellrasen beobachtet werden kann. Ein 
und weist die Morphologie dendritische
h mit LPS (1 µg/ml) stimuliert, 
Pseudopodien, und Granula im Zellinneren
die LPS-Stimulation nur kleinen
Färbung konnte zu jedem Zeitpunkt 
werden. 
 
  A 
 
Abbildung 27: Murine Knochenmarkzellen in verschiedenen Stadien der Kultivierung.
nach Isolierung (A), Tag 10 (B), Tag 12
rung. 
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5.1.2 Durchflusszytometrische Analyse 
Durchflusszytometrische Untersuchungen wurden im Zeitraum Juni 2012 bis März 2013 von 
Verena Ziegler im Rahmen einer Masterarbeit des Masterstudiengangs Toxikologie im Ar-
beitskreis Prof. Dr. Dr. D. Schrenk an der Technischen Universität Kaiserslautern durchge-
führt.  
Um murine Knochenmarkzellen besser zu charakterisieren, wurden diese einer durchflusszy-
tometrischen Analyse unterzogen. Zunächst wurden die Zellen hinsichtlich ihrer Granularität 
und Zellgröße mit und ohne LPS Stimulation untersucht. Dabei ist der Forward Scatter (FSC) 
ein Maß für die Zellgröße, während der Sideward Scatter (SSC) ein Maß für die Granularität 
der Zellen darstellt. Die nachfolgende Abbildung 28 zeigt eine leichte Zunahme der Zellgröße 
nach Behandlung mit LPS (1 µg/ml), welche sich in steigenden Werten des Forward Scatter 
(FSC) widerspiegelt. Die Granularität der Zellen wird durch die Stimulation mit LPS (1 
µg/ml) nicht beeinflusst. Zelltrümmer zeigen sich durch einen sehr kleinen FSC-Wert und 
betragen weniger als 10 %. Dies korreliert mit der festgestellten Vitalität der Zellen durch 
Trypanblau-Färbung. 
 
 
         A          B 
Abbildung 28: Dotplot - FSC und SSC myeloider Zellen mit und ohne LPS Stimulation. Zellen an Tag 11 
ohne LPS Stimulation (A). Zellen an Tag 11 nach 48 h LPS Stimulation 1 µg/ml (B). Daten sind der Mas-
terarbeit von Verena Ziegler, März 2013 (Masterstudiengang Toxikologie, Arbeitskreis Prof. Dr. Dr. D. 
Schrenk) entnommen. 
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Weiterhin wurden die Zellen auf Eigenschaften dreier Oberflächenantigene untersucht: 
CD11c –  ein Antigen, welches spezifisch von dendritischen Zellen präsentiert wird, F4/80 – 
spezifisch von Makrophagen präsentiertes Antigen und das Haupthistokompatibilitätskomplex 
II (MHC II, von engl. Major Histocompatibility Complex II), welcher von beiden Zellsorten – 
dendritischen Zellen und Makrophagen – präsentiert wird. Es wurden Einzelfärbungen – mit 
Antikörpern gegen eines der genannten Antigene – sowie Doppelfärbungen – mit CD11c und 
MHC II bzw. F4/80 und MHC II – und den entsprechenden Isotyp-Kontrollen durchgeführt. 
Abbildung 29 zeigt Ergebnisse der Einzelfärbungen von Knochenmarkzellen an Tag 9 und 
Tag 11 mit und ohne LPS Stimulation als Histogramm.  
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Abbildung 29: Oberflächeneigenschaften myeloider Zellen (Einzelfärbung). Knochenmarkzellen an Kul-
turtag 9 und 11 ohne bzw. mit einer 48 h LPS Stimulation (1 µg/ml). Markierung der Zellen mit Anti-
körpern gegen CD11c, F4/80 oder MHC II (dunkler Bereich)  und den entsprechenden Isotyp Kontrollen 
(heller Bereich) Daten sind der Masterarbeit von Verena Ziegler, März 2013 (Masterstudiengang Toxi-
kologie, Arbeitskreis Prof. Dr. Dr. D. Schrenk) entnommen. 
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Die nachfolgende Tabelle 35 fasst die Ergebnisse von vier unabhängigen Experimenten 
nochmal zusammen. Nach 9-tägiger Kultivierung muriner Knochenmarkzellen sind 53,9 % 
aller Zellen CD11c positiv und 43,7 % der gesamten Zellpopulation F4/80 positiv. Nach wei-
teren 48 h fällt der Anteil CD11c-positiver Zellen auf 45,8 %. Hingegen verringert sich die 
Population F4/80-positiver Zellen durch eine längere Kultivierungsdauer statistisch höchst 
signifikant auf 22,1 %. Nach 48-stündiger Stimulation mit 1 µg/ml LPS sinkt der Anteil 
CD11c-positiver Zellen höchst signifikant auf 22,3 %, während die Population F4/80 positiver 
konstant bleibt. Die Präsentation von MHC II-Oberflächenmolekülen bleibt über den Zeit-
raum der Kultivierung und durch Stimulation mit LPS unbeeinflusst, rund 85 % aller Zellen 
weisen MHC II Moleküle auf ihrer Oberfläche auf.  
 
Tabelle 35: Antigen Einzelfärbung. Profil der Oberflächen Antigene muriner myeloider Zellen ohne und 
mit 48 h LPS Stimulation (1 µg/ml). MW ± SD; n=4. Daten sind der Masterarbeit von Verena Ziegler, 
März 2013 (Masterstudiengang Toxikologie, Arbeitskreis Prof. Dr. Dr. D. Schrenk) entnommen. 
*=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
Oberflächen 
Antigen 
Tag 9 Tag 11 
ohne LPS 
Tag 11 
LPS 1 µg/ml 
CD11c 53,9 ± 10,7 % 45,8 ± 5,5 % 22,3 ± 4,5 % *** 
F4/80 43,7 ± 5,1 % 22,1 ± 4,2 % *** 20,5 ± 5,0 % 
MHC II 81,0  ± 5,1 % 84,0 ± 7,7 % 85,0 ± 1,4 % 
 
Des Weiteren wurden murine myeloide Zellen an Kulturtag 11 mit und ohne eine LPS-
Stimulation einer Antikörper-Doppelfärbung – CD11c und MHC II beziehungsweise F4/80 
und MHC II – und anschließender durchflusszytometrischer Untersuchung unterzogen. Die 
nachstehende Abbildung 30 illustriert die Ergebnisse der Antikörper-Doppelfärbung. Für jede 
Messung erfolge eine Akquirierung von 10000 Zellen. Die Einstellungen des Zytometers 
wurden bei jeder Messung gleich gehalten. Die Raster-Einstellung erfolgte entsprechend der 
Isotyp Kontrollen (Anhang, Abbildung 95). 
Bei den gezeigten Dotplots wird die Fluoreszenzintensität von CD11c oder F4/80 (FITC-
gekoppelte Antikörper) gegen die Fluoreszenzintensität von MHC II (PE-Cy7-konjugierter 
Antikörper) aufgetragen. Doppel-positive Zellen erscheinen dabei im rechten oberen Quad-
ranten. Neun Tage nach Isolierung und Aussaat präsentieren 14,3 % der Zellen CD11c und 
MHC II auf ihrer Oberfläche. Dieser Befund ändert sich nicht signifikant durch eine Verlän-
gerung der Kultivierungsdauer auf 11 Tage oder eine 48-stündige Stimulation mit dem Endo-
toxin Lipopolysaccharid. Der Anteil an F4/80-MHC II positiven Zellen beträgt an Tag 9 rund 
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21 % und bleibt konstant auch nach Kultivierung für weitere zwei Tage. Die Behandlung mit 
1 µg/ml LPS für 48 h senkt den Anteil F4/80-MHC II doppelt-positiver Zellen nicht signifi-
kant auf 11,3 % (Tabelle 36). Insgesamt weisen die Werte jedoch hohe, von Tier zu Tier inter-
individielle Abweichungen auf. 
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Abbildung 30: Oberflächeneigenschaften myeloider Zellen (Doppelfärbung). Knochenmarkzellen ohne 
bzw. mit einer 48 h LPS Stimulation (1 µg/ml). Markierung der Zellen mit Antikörpern gegen CD11c + 
MHC II oder F4/80 + MHC II und den entsprechen Isotyp Kontrollen. Daten sind der Masterarbeit von 
Verena Ziegler, März 2013 (Masterstudiengang Toxikologie, Arbeitskreis Prof. Dr. Dr. D. Schrenk) 
entnommen. 
 
Tabelle 36: Antikörper-Doppelfärbung. Profil der Oberflächen Antigene muriner ohne und mit 48 h LPS 
Stimulation (1 µg/ml). MW ± SD; n=4. Daten sind der Masterarbeit von Verena Ziegler, März 2013 
(Masterstudiengang Toxikologie, Arbeitskreis Prof. Dr. Dr. D. Schrenk) entnommen. 
Oberflächen 
Antigen 
Tag 9 Tag 11  
ohne LPS 
Tag 11 
LPS 1 µg/ml 
CD11c-MHC II 14,3 ± 11,4 % 15,4 ± 11,6 % 8,9 ± 15,8 % 
F4/80-MHC II 21,3 ± 11,0 % 21,5 ± 13,8 % 11,3 ± 2,8 % 
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5.1.3 Adhärenz und Proliferation 
Über den Zeitraum der Kultivierung muriner Knochenmarkzellen von 12 Tagen wurde die 
Adhärenz der Zellen mit Hilfe des Resazurinreduktionstests fluorimetrisch bestimmt. In vor-
angegangenen Untersuchungen wurde festgestellt, dass die Umwandlung des blauen Farb-
stoffs Resazurin in das pinke fluoreszierende Resorufin hauptsächlich durch adhärente Kno-
chenmarkzellen erfolgt. Myeloide Zellen in Suspension zeigten eine marginale, kaum detek-
tierbare Umwandlung des Resazurins zum fluoreszierenden Resorufin. Somit konnte ange-
nommen werden, dass die gemessene Fluoreszenz proportional zur Anzahl adhärenter Zellen 
ist.  
Abbildung 31 zeigt den zeitlichen Verlauf des Anteils adhärierter Zellen. Über den Kultivie-
rungszeitraum von 12 Tagen nimmt die Menge adhärierter Zellen zu und ist, verglichen mit 
Tag 0, ab Tag 5 nach Aussaat statistisch hoch signifikant erhöht. Durch 48-stündige Behand-
lung der myeloiden Zellen mit 1 µg/ml des Endotoxins LPS stagniert die Zahl adhärierter Zel-
len und ergibt sich im Vergleich zu Zellen an Tag 12 ohne LPS-Stimulation als statistisch 
signifikant. 
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Abbildung 31: Zeitlicher Verlauf adhärierender und proliferierender myeloider Zellen. MW ± SD, n=4. 
*=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001 
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5.2 Einfluss von Mediumüberständen muriner myeloider Zellen 
auf Hepatomzelllinien 
Nach Isolierung und Aussaat muriner Knochenmarkzellen wurden diese, wie in Kapitel 4.1.3 
beschrieben, mit GM-CSF-haltigem Medium kultiviert. An Tag 10 wurden die ausdifferen-
zierten Zellen für 48 h mit 0 µg/ml, 1 µg/ml oder 2 µg/ml LPS behandelt. Nach Ablauf der 
Inkubationszeit wurden Mediumüberstände der drei Gruppen gesammelt und hinsichtlich ih-
rer Eigenschaften auf Zytotoxizität in drei Hepatomzelllinien HepG2 (human), H4IIE (Ratte) 
sowie Hepa-1 (Maus) sowie bezüglich des Einflusses auf Cytochrom P450 1A1 in der huma-
nen Zelllinie HepG2 untersucht. Die Behandlung der Hepatomzelllinien mit den gewonnenen 
Überständen der Knochenmarkzellen erfolgte unter Standardbedingungen für 48 h in den 
Verdünnungen 1:10, 1:5, 1:2 und unverdünnt (pur). 
5.2.1 Zellvitalität  
Abbildung 32 zeigt die Ergebnisse der Zytotoxizitätsmessung. Kontroll-Mediumüberstände 
von Knochenmarkzellen, welche nicht mit LPS stimuliert wurden (LPS 0), zeigen keinen zy-
totoxischen Effekt auf humane und murine Hepatomzelllinien. Lediglich in der Rattenhepa-
tomzelllinie H4IIE (Abbildung 32, C) ist eine leichte, jedoch statistisch nicht signifikante 
Verringerung der Vitalität zu verzeichnen.  
Nach einer 48 h Inkubation mit Mediumüberständen LPS-stimulierter myeloider Zellen (LPS 
1 bzw. LPS 2), zeigt sich in den drei untersuchten Zelllinien eine konzentrationsabhängige 
Reduktion der Zellvitalität. Durch Behandlung der Zelllinien mit unverdünnten LPS-
konditionierten Mediumüberständen, wird eine statistisch hoch signifikante Reduktion der 
Vitalität auf rund 70 % erreicht, in Rattenhepatomzellen H4IIE sogar auf unter 50 %. Die 
Stimulation myeloider Zellen mit einer höheren Konzentration an LPS (2 µg/ml gegenüber 1 
µg/ml) hat keinen wesentlich stärkeren Vitalitätsreduzierenden Einfluss des Mediumüberstan-
des in Hepatomzelllinien zur Folge, die Differenz der relativen Vitalität ist dabei nur gering-
fügig. Deshalb wurde für weitere Untersuchungen nur der mit 1 µg/ml LPS konditionierte 
Mediumüberstand verwendet. 
Zur Überprüfung, ob der beobachtete zytotoxische Effekt auf LPS zurückzuführen ist, wurden 
die Zelllinien für 48 h mit 1 µg/ml bzw. 2 µg/ml LPS behandelt (Abbildung 32, D). In muri-
nen und humanen Hepatomzellen konnte durch LPS in den genannten Konzentrationen kein 
negativer Effekt auf die Vitalität festgestellt werden. Nur in Rattenhepatomzellen H4IIE wur-
de ein geringer, aber statistisch signifikanter bzw. hoch signifikanter Rückgang der Vitalität 
Ergebnisse 
 
 81 
auf 93 % bzw. 89 % durch LPS verzeichnet. Insgesamt zeigten sich die Rattenhepatomzellen 
H4IIE bei diesem Assay am empfindlichsten während sich HepG2-Zellen gegenüber der zyto-
toxischen Wirkung der Mediumüberstände myeloider Zellen sowie gegenüber LPS am resis-
tentesten erwiesen. 
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Abbildung 32: Zellvitalität in Hepatomzelllinien durch Mediumüberstände myeloider Zellen. Verdün-
nungen 1:10, 1:5, 1:2 und unverdünnt (pur) und LPS-Kontrollen. HepG2 (A), Hepa-1 (B) und H4IIE (C). 
LPS-Kontrollen 0, 1 und 2 µg/ml (D). Sap.=Saponin, 0,1 %. MW ± SD; n≥6. *=p≤0,05; **=p≤0,01; 
***=p≤0,001. 
 
Um zu testen, ob der beobachtete zytotoxische Effekt nur von Mediumüberständen ausdiffe-
renzierter myeloider Zellen nach einer LPS-Stimulation herrührt, wurden frisch isolierte mu-
rine Knochenmarkzellen direkt an Tag 0 für 48 h mit LPS (0; 1 bzw. 2 µg/ml) inkubiert, die 
Mediumüberstände gesammelt und analog vorangegangener Zytotoxizitätsuntersuchungen in 
HepG2-Zellen getestet. Wie anhand Abbildung 33 ersichtlich, zeigen Mediumüberstände 
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myeloider Zellen, welche an Tag 0 mit LPS inkubiert wurden, keinen zytotoxischen Effekt in 
humanen Hepatomzellen HepG2 nach einer 48 h-Inkubation unter Standardbedingungen.  
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Abbildung 33: Zellvitalität in HepG2 durch Mediumüberstände frisch isolierter Knochenmarkzel-
len.Knochenmarkzellen wurden an Tag 0 für 48 h mit LPS (0; 1 bzw. 2 µg/ml) inkubiert und die Mediu-
müberstände gesammelt. HepG2-Zellen wurden mit den gewonnenen Überständen muriner Knochen-
markzellen in den Verdünnungen 1:10, 1:5, 1:2 und unverdünnt (pur) für 48 h behandelt. Sap.=Saponin 
0,1 %. MW ± SD; n=3. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
5.2.2 EROD-Aktivität 
Der Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) Assay ermöglicht die Untersuchung der Induktion 
des fremdstoffmetabolisierenden Enzyms Cytochrom P450 1A1 und dient als Biomarker für 
Substanzen, die an den Ah-Rezeptor binden (Petrulis et al. 2001).  
Zunächst wurde die EROD-Aktivität der drei Hepatomzelllinien HepG2, H4IIE und Hepa-1 
überprüft. Dazu wurden die Zellen nach Aussaat und 24-stündiger Adhärenzphase für 48 h 
mit 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) der Konzentration 10-9 M sowie der Lö-
sungsmittelkontrolle Dimethylsulfoxid (DMSO) 0,1 % (v/v) unter Standardbedingungen in-
kubiert und anschließend mittels des EROD-Assays nach Behnisch analysiert. Abbildung 34 
zeigt Aktivitäten der Ethoxyresorufin-O-deethylase und somit die Induktion des CYP1A1 in 
Hepatomzelllinien der drei Spezies Maus, Ratte und Mensch im Vergleich.  
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Abbildung 34: Vergleich der EROD-Aktivität in Hepatomzellen (HepG2, H4IIE und Hepa-1). 48h Inku-
bation mit TCDD 10-9 M und DMSO 0,1 % (v/v). MW ± SD; n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
Nach 48 h Behandlung mit TCDD (10-9 M) weisen H4IIE und HepG2-Zellen eine statistisch 
höchst signifikante und Hepa-1-Zellen statistisch hoch signifikante Induktion des Enzyms 
CYP1A1 verglichen mit der Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,1 % v/v). Mit einer EROD-
Aktivität von 287 ± 18 pmol/mg/min zeigt die humane Hepatomzelllinie HepG2 die höchste 
Resonanz und wird deshalb für weitere Untersuchungen mit Mediumüberständen muriner 
myeloider Zellen gewählt, da hier im Vergleich zu Hepa-1-Zellen auch geringe Auswirkun-
gen auf die EROD-Aktivität besser detektiert werden können. 
Mediumüberstände myeloider Zellen, mit und ohne 1 µg/ml LPS-Stimulation, wurden auf 
ihre Eigenschaft die EROD-Aktivität in Hepatomzellen zu beeinflussen, untersucht. Dazu 
wurden HepG2 für 48 h mit den gewonnenen Überständen in den Verdünnungen 1:10, 1:5, 
1:2 und unverdünnt (pur) inkubiert und anschließend dem EROD-Assay unterzogen. Als Posi-
tivkontrolle für die Induktion des CYP1A1 diente der bekannte AhR-Ligand TCDD in der 
Konzentration 10-9 M. Anhand der nachstehenden Abbildung 35 ist ersichtlich, dass Mediu-
müberstände, welche ohne vorangegangene LPS-Stimulation myeloider Zellen gewonnen 
wurden, keine Änderung der EROD-Aktivität im Vergleich zur Kontrolle hervorrufen. Hin-
gegen zeigen Mediumüberstände nach einer 48-stündigen Stimulation mit 1 µg/ml LPS eine 
konzentrationsabhängige Steigerung der CYP1A1 Induktion auf Enzymebene. Der unver-
dünnte Überstand hat verglichen mit der Kontrolle in HepG2-Zellen eine hoch signifikante 
Ergebnisse 
 
 84 
Erhöhung der EROD-Aktivität zur Folge. Durch die Positivkontrolle TCDD (10-9 M) wird das 
Enzym CYP1A1 statistisch höchst signifikant induziert. Die Inkubation von HepG2-Zellen 
mit LPS (1µg/ml) hat keine Auswirkungen auf die EROD-Aktivität (Abbildung 41). 
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Abbildung 35: EROD-Aktivität in HepG2-Zellen durch Mediumüberstände muriner myeloider Zellen. 
Murine myeloide Zellen wurden an Tag 10 für 48 h mit LPS (0 bzw. 1 µg/ml) inkubiert und Mediumü-
berstände gesammelt. HepG2-Zellen wurden mit den gewonnenen Überständen in den Verdünnungen 
1:10, 1:5, 1:2 und unverdünnt (pur) für 48 h behandelt. MW ± SD; n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; 
***=p≤0,001. 
 
Zur Überprüfung, ob die beobachtete EROD-Aktivität, welche durch LPS-stimulierte Mediu-
müberstände muriner myeloider Zellen hervorgerufen wird, Ah Rezeptor abhängig ist, wur-
den HepG2-Zellen für 4 h CH223191 – einem spezifischen AhR Antagonisten – vorinkubiert 
und anschließend für 24 h mit TCDD bzw. mit Mediumüberständen LPS-stimulierter myeloi-
der Zellen behandelt. Abbildung 36 zeigt, dass die TCDD bedingte EROD-Aktivität durch 
vorangegangene Behandlung mit dem Antagonisten (1 µM) auf durchschnittlich 4,8 % hoch 
signifikant gesenkt wird. Wird wie Konzentration des Antagonisten auf 10 µM erhöht, fällt 
die EROD-Aktivität weiter auf 1,7 %. Im Vergleich mit den Ergebnissen der TCDD-Gruppe 
fällt die Inhibition der EROD-Aktivität durch Vorinkubation mit 1 µM CH223191 und nach-
folgende Behandlung mit LPS-konditioniertem Mediumüberstand myeloider Zellen geringer 
aus. Die Aktivität wird auf durchschnittlich 23,8 % reduziert. Eine Erhöhung der Antagonis-
ten-Konzentration auf 10 µM führt nicht zur stärkeren Inhibition der EROD-Aktivität, diese 
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sinkt dabei im Mittel auf 41,7 %. Durch beide untersuchten CH223191 Konzentrationen ist 
das Herabsenken der EROD-Aktivität jedoch statistisch hoch signifikant (Abbildung 36). 
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Abbildung 36: AhR-Abhängigkeit der EROD-Aktivität. HepG2-Zellen wurden für 4 h mit CH223191 (1 
µM bzw. 10 µM) behandelt und anschließend für 24 h mit TCDD (10-9 M) oder dem Mediumüberstand 
LPS-stimulierter myeloider Zellen inkubiert. Als Kontrolle dient die Inkubation mit TCDD bzw. Me-
diumüberstand ohne vorangegangene CH223191 Behandlung. Daten sind der Masterarbeit von Verena 
Ziegler, März 2013 (Masterstudiengang Toxikologie, Arbeitskreis Prof. Dr. Dr. D. Schrenk) entnommen. 
MW ± SD, n≥3. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
5.2.3 Cytochrom P450 1A1 Genexpression 
Nach den beobachteten Effekten LPS-konditionierter Mediumüberstände muriner myeloider 
Zellen in humanen Hepatomzellen bezügliches des CYP1A1 auf Enzymebene (EROD-
Assay), wurde auch die CYP1A1 Genexpression auf mRNA-Ebene überprüft. Dazu wurden 
HepG2-Zellen nach einer Adhärenzphase von 24 h mit Mediumüberständen LPS simulierter 
myeloider Zellen sowie mit TCDD 10-9 M für 48 h inkubiert. Nach Ablauf der Behandlungs-
periode wurde die RNA der Zellen isoliert (Kapitel 4.4) und nach Umschreiben in cDNA mit-
tels real-time PCR auf Genexpression des Phase I fremdstoffmetabolisierenden Enzyms 
CYP1A1 untersucht. Abbildung 37 illustriert die Resultate der Genexpressionsanalyse. Man 
sieht eine konzentrationsabhängige Steigerung der relativen CYP1A1-Expression nach Inku-
bation mit LPS-konditionierten Mediumüberständen. Bei einer 1:2-Verdünnung wird eine 
statistisch signifikante, rund 4-fache Expression des CYP1A1 erreicht. Die Inkubation mit 
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unverdünnten Mediumüberständen führt zur hoch signifikanten rund 10-fachen CYP1A1-
Expression relativ zur Mediumkontrolle. Die 48 h-Behandlung humaner Hepatomzellen 
HepG2 mit der Positivkontrolle TCDD (10-9 M) bewirkt eine statistisch hoch signifikante, 
rund 86-fache Expression des AhR-Targetgens CYP1A1 bezogen auf die Lösungsmittelkont-
rolle DMSO (0,1 %). 
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Abbildung 37: relative CYP1A1 Genexpression in HepG2-Zellen durch Überstände muriner myeloider 
Zellen. Murine myeloide Zellen wurden an Tag 10 für 48 h mit LPS (0 bzw. 1 µg/ml) inkubiert und Me-
diumüberstände gesammelt. HepG2-Zellen wurden mit den gewonnenen Überständen in den Verdün-
nungen 1:10, 1:5, 1:2 und unverdünnt (pur) für 48 h. MW ± SD, n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
5.3 Einfluss von Mediumüberständen muriner myeloider Zellen 
auf Hepatomzellen nach Co-Inkubation mit TCDD 
Da nach Behandlung der Hepatomzellen mit LPS-konditionierten Mediumüberständen muri-
ner myeloider Zellen ein Vitalitätsreduzierender Effekt sowie eine Induktion der EROD-
Aktivität festgestellt wurde, sollte untersucht werden, wie sich diese Überstände auf die 
TCDD-induzierte EROD-Aktivität, aber auch auf die Vitalität auswirken. Dazu wurden 
HepG2-Zellen nach 24-stündiger Adhärenzphase mit LPS-stimulierten Mediumüberständen 
muriner myeloider Zellen in den Verdünnungen 1:10, 1:5, 1:2 und unverdünnt (pur) und si-
multan mit TCDD 10-9 M für 48 h co-inkubiert. Anschließend wurden Analysen auf Zytotoxi-
zität, EROD-Aktivität sowie CYP1A1-Genexpression durchgeführt. 
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5.3.1 Zellvitalität 
Der Resazurinreduktionstest (Abbildung 38) zeigt, dass eine 48 h Co-Inkubation der Mediu-
müberstände myeloider Zellen mit TCDD (10-9 M) zu einer konzentrationsabhängigen Reduk-
tion der Vitalität in HepG2-Zellen führt. Bereits ab einer Verdünnung von 1:5 sinkt die Vitali-
tät statistisch hoch signifikant. Beim unverdünnten LPS-stimulierten Mediumüberstand (pur) 
ist zusammen mit TCDD (10-9 M) ist ein Rückgang der Vitalität auf rund 52 % zu verzeich-
nen Auch die Co-Inkubation der Mediumüberstände unstimulierter myeloider Zellen (LPS 0) 
zeigen einen statistisch hoch signifikanten Rückgang der Vitalität.  
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Abbildung 38: Zellvitalität. 48 h-Co-Inkubation von Mediumüberständen myeloider Zellen und TCDD in 
HepG2-Zellen.Verdünnungen 1:10, 1:5, 1:2 und unverdünnt (pur) simultan mit TCDD (10-9 M) für 48 h. 
MW ± SD, n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
Der direkte Vergleich der Ergebnisse mit und ohne Co-Inkubation mit TCDD zeigt nochmal 
deutlich den Unterschied. Durch Co-Inkubation von HepG2-Zellen mit Mediumüberständen 
LPS-stimulierter Zellen zusammen mit TCDD sinkt die Vitalität statistisch signifikant bzw. 
hoch signifikant im Vergleich zu Vitalitäten ohne TCDD (Abbildung 39). 
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Abbildung 39: Vitalität in HepG2-Zellen. Vergleich Mediumüberstände vs. Co-Inkubation mit TCDD. 48 
h Inkubation von HepG2-Zellen mit Mediumüberständen LPS-stimulierter muriner Zellen. Verdünnun-
gen 1:10, 1:5, 1:2 und unverdünnt (pur) mit und ohne Co-Inkubation mit TCDD (10-9 M). MW ± SD, 
n≥4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
5.3.2 EROD-Aktivität 
Ferner wurde der Effekt der Mediumüberstände LPS-stimulierter und nicht stimulierter mye-
loider Zellen in Kombination mit dem Ah-Rezeptor Agonisten 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-
dioxin hinsichtlich der Induktion des Enzyms CYP1A1 im EROD-Assay untersucht, um fest-
zustellen, ob ein synergistischer oder inhibierender Effekt auf TCDD-induzierte Enzymaktivi-
tät auftritt.  
Hierzu wurden humane Hepatomzellen HepG2 nach Aussaat und 24-stündiger Adhärenzpha-
se mit Mediumüberständen muriner myeloider Zellen in zuvor eingesetzten Verdünnungen 
simultan mit TCDD (10-9 M) für 48 h co-inkubiert und anschließend auf die EROD-Aktivität 
getestet. Abbildung 40 veranschaulicht die Ergebnisse des EROD-Assays.  
Mediumüberstände myeloider Zellen ohne LPS-Stimulation (LPS 0) haben keine Auswirkun-
gen auf die durch TCDD hervorgerufene EROD-Aktivität in HepG2-Zellen. Bei Überständen, 
die nach einer 48 h LPS-Inkubation muriner myeloider Zellen gewonnen wurden, ergibt sich 
ein anderes Bild. Es ist eine konzentrationsabhängige Abnahme der EROD-Aktivität zu ver-
zeichnen. Die Inkubation mit der 1:2-Verdünnung muriner Mediumüberstände zusammen mit 
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TCDD verursacht eine statistisch signifikante Reduktion der EROD-Aktivität um durch-
schnittlich 40 %. Werden humane Hepatomzellen für 48 h mit unverdünnten Mediumübers-
tänden LPS-stimulierter myeloider Zellen und TCDD (10-9 M) co-inkubiert, beträgt die In-
duktion des Enzyms CYP1A1 nur noch durchschnittlich 33 % verglichen mit der durch 
TCDD allein hervorgerufenen Induktion. Der beobachtete suppressive Effekt ist statistisch 
hoch signifikant (Abbildung 40). Es kann ausgeschlossen werden, dass die Suppression von 
LPS verursacht wird, denn die Inkubation der HepG2-Zellen mit TCDD und LPS zeigte kei-
nen Unterschied der EROD-Aktivität im Vergleich zu TCDD alleine (Abbildung 41). 
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Abbildung 40: EROD-Aktivität von Mediumüberständen myeloider Zellen in HepG2 nach 48 Co-
Inkubation mit TCDD (10-9 M). Verdünnungen 1:10, 1:5, 1:2 und unverdünnt (pur) und simultane Inku-
bation mit TCDD (10-9 M) für 48 h. MW ± SD; n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
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Abbildung 41: Einfluss von LPS auf EROD-Aktivität. 48 h-Inkubation von HepG2 mit Medium / DMSO 
(0,1 %) / TCDD (10-9 M) mit und ohne LPS 1 µg/ml. MW ± SD, n≥3. 
5.3.3 Cytochrom P450 1A1 Genexpression 
Der Einfluss von Mediumüberständen muriner myeloider Zellen auf HepG2 in Kombination 
mit TCDD wurde auch auf mRNA Ebene hinsichtlich der Genexpression des Cytochrom 
P450 1A1 untersucht. HepG2-Zellen wurden im entsprechenden Format und adäquater Zell-
dichte ausgesät (siehe Tabelle 5). Nach 24-stündiger Adhärenzphase wurden die Zellen mit 
den gewonnenen Mediumüberständen ausdifferenzierter muriner Knochenmarkzellen – mit 
und ohne LPS-Stimulation – zusammen mit TCDD (10-9 M) für 48 h co-inkubiert. Nach Iso-
lierung der RNA und deren Umschreiben in cDNA wurde die Expression von CYP1A1 mittels 
quantitativer real-time PCR analysiert. 
Wie man anhand Abbildung 42 erkennen kann, wird die durch TCDD hervorgerufene relative 
Expression des fremdstoffmetabolisierenden Enzyms CYP1A1 in humanen Hepatomzellen 
HepG2 durch 48-stündige Co-Inkubation mit TCDD (10-9 M) und konditionierten Mediumü-
berständen myeloider Zellen statistisch nicht beeinflusst. Man sieht aber eine tendenzielle 
Hemmung der TCDD-induzierten CYP1A1-Expression durch Mediumüberstände LPS-
stimulierter myeloider Zellen. Die Werte unterliegen hierbei großen Schwankungen. 
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Abbildung 42: relative CYP1A1 Expression in HepG2-Zellen nach Co-Inkubation mit TCDD und Über-
ständen myeloider Zellen. Verdünnungen 1:10, 1:5, 1:2 und unverdünnt (pur), Co-Inkubation zusammen 
mit TCDD (10-9 M). MW ± SD, n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
5.4 Analytik muriner myeloider Zellen 
Um die beobachteten Effekte von Mediumüberständen muriner myeloider Zellen in humanen 
Hepatomzellen besser nachvollziehen zu können, wurden die gewonnenen Überstände bezüg-
lich der Konzentration der vier Zytokine IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α sowie hinsichtlich der 
NO-Konzentration analysiert. Des Weiteren wurden myeloide Zellen und deren Mediumü-
berstände einer HPLC-Untersuchung unterzogen. 
5.4.1 NO-Bestimmung nach Griess 
Stickoxid ist ein wichtiger physiologischer Botenstoff und Effektormolekül in vielen biologi-
schen Systemen und Prozessen, darunter z.B. bei der Immunfunktion von Makrophagen oder 
als Neurotransmitter im zentralen und peripheren Nervensystem (Bredt et al. 1994; Dawson et 
al. 1995). Mit Hilfe des Griess Reagenz ist es möglich Stickoxid (NO) anhand seines stabilen 
Abbauproduktes Nitrit (NO2-) zu bestimmen. 
Ergebnisse 
 
 92 
Murine Knochenmarkzellen wurden isoliert und für zehn Tage kultiviert (Kap. 4.1.3). An Tag 
10 wurden die ausdifferenzierten myeloiden Zellen für 48 h mit LPS (0 bzw. 1 µg/ml) bei 
Standardbedingungen inkubiert. Anschließend wurden die Mediumüberstände gesammelt und 
mittels des Griess-Assay auf den Gehalt von NO untersucht (Kap 4.5.5). 
Abbildung 43 veranschaulicht die Ergebnisse der Stickoxid-Analyse. Nach einer 12 tägigen 
Kultivierung produzieren ausdifferenzierte myeloide Zellen ohne eine Stimulation mit LPS 
nur wenig Stickoxid. Die Nitrit Konzentration liegt hier bei durchschnittlich 8,8 ± 1,9 µM. 
Werden die Zellen jedoch an Tag 10 für 48 h mit 1 µg/ml LPS inkubiert, ist der ermittelte 
Nitrit Gehalt – NO-Abbauprodukt – mit durchschnittlich 76,1 ± 8,5 µM fast zehn mal höher 
als ohne LPS-Stimulation und somit statistisch hoch signifikant. 
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Abbildung 43: Nitrit Konzentration in Mediumüberständen muriner myeloider Zellen. Murine myeloide 
Zellen wurden an Tag 10 für 48 h mit LPS (0 bzw. 1 µg/ml) inkubiert. Mediumüberstände wurden ge-
sammelt und auf den Nitrit-Gehalt getestet. MW ± SD, n=3. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
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5.4.2 Quantifizierung von Zytokinen 
Zytokine stellen zentrale Mediatoren des Immunsystems dar und regulieren verschiedene 
Immunreaktionen, darunter auch Entzündungsreaktionen. So spielen sie eine wichtige Rolle 
bei der Differenzierung und Aktivierung von Immunzellen (Resch, 2010). 
In der vorliegenden Arbeit wurden die vier inflammatorischen Zytokine IL-1α, IL-1β, IL-6 
und TNF-α in Mediumüberständen muriner myeloider Zellen quantifiziert. Murine Knochen-
markzellen wurden wie beschrieben (Kap.4.1.3) kultiviert und am zehnten Kulturtag mit LPS 
(0 bzw. 1 µg/ml) inkubiert. Anschließend wurden die gewonnenen Mediumüberstände mittels 
ELISA auf den Gehalt der vier Zytokine untersucht. 
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Abbildung 44: Zytokin-Konzentrationen in Mediumüberständen myeloider Zellen. Murine myeloide 
Zellen wurden an Tag 10 für 48 h ohne bzw. mit LPS (1 µg/ml) inkubiert. Mediumüberstände wurden 
gesammelt und auf den Gehalt von IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α getestet. MW ± SD, n≥3. *=p≤0,05; 
**=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
Abbildung 44 zeigt die ermittelten Konzentrationen von IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α. Ohne 
eine 48-stündige LPS-Stimulation myeloider Zellen sind die Zytokin-Gehalte der drei Inter-
leukine relativ niedrig und befinden sich unter 10 pg/ml. TNF-α weist mit durchschnittlich 
117 pg/ml die höchste Konzentration auf. Nach einer Behandlung der myeloiden Zellen mit 1 
Ergebnisse 
 
 94 
µg/ml LPS ändert sich das Bild drastisch. Die Konzentrationen der vier Zytokine steigen sta-
tistisch hoch/höchst signifikant an, verglichen mit den Gehalten ohne LPS-Stimulation. IL-6 
weist hier mit einem über 1000-fachen Anstieg von 6,1 pg/ml auf durchschnittlich 6290 ± 199 
pg/ml die höchste Zytokin-Konzentration auf, während IL-1β mit 434 ± 129 pg/ml die gering-
ste Konzentration zeigt (vgl. Tabelle 37). 
5.5 Einfluss von Zytokinen auf HepG2  
Die mittels ELISA ermittelten Zytokin Konzentrationen in Mediumüberständen muriner mye-
loider Zellen nach Stimulation mit 1 µg/ml LPS sollten in der humanen Hepatomzelllinie 
HepG2 auf Vitalität sowie CYP1A1 Induktion im EROD-Assay analysiert werden, um einen 
eventuellen Zusammenhang zwischen den zuvor beobachteten Vitalitätsreduzierenden und 
CYP1A1-induktiven Effekten der Mediumüberstände und deren Co-Inkubation mit TCDD zu 
untersuchen. Die nachfolgende Tabelle 37 fasst nochmals die quantifizierten Zytokin-Gehalte 
sowie die daraus abgeleiteten Konzentrationen zur Inkubation in HepG2-Zellen zusammen. 
 
Tabelle 37: Zytokin-Gehalte in Mediumüberständen myeloider Zellen und in Zellkultur eingesetzte Zy-
tokin Konzentrationen. MW ± SD, n≥3. 
Zytokin Konzentration ohne    
LPS-Stimulation   
[pg/ml] 
Konzentration nach          
1 µg/ml LPS-Stimulation 
[pg/ml] 
In Zellkultur höchste ein-
gesetzte Konzentration 
[pg/ml] 
IL-1α 4,94 ± 1,27 2661 ± 175 2700 
IL-1β 7,07 ± 4,22 434 ± 129 450 
IL-6 6,14 ± 1,18 6290 ± 199 6500 
TNF-α 117,5 ± 20,5 4066 ± 377 4100 
 
5.5.1 Zellvitalität 
Die vier Zytokine IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α wurden hinsichtlich ihrer Wirkung auf Vita-
lität in HepG2-Zellen mit und ohne TCDD-Co-Inkubation untersucht. Rekombinante, murine 
Zytokine wurden dabei in der aus den ELISA-Untersuchungen abgeleiteten Konzentrationen 
und den Verdünnungen 1:10, 1:5 und 1:2 verwendet. Die sich ergebenden Konzentrationen 
der einzelnen Zytokine sind in der nachstehenden Tabelle 38 zusammengefasst. 
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Tabelle 38: In Zellkultur eingesetzte Zytokin Konzentrationen. 
Zytokin Höchste Konzen-
tration [pg/ml] 
Verdünnung 1:2 
[pg/ml] 
Verdünnung 1:5 
[pg/ml] 
Verdünnung 1:10 
[pg/ml] 
IL-1α 2700 1350 540 270 
IL-1β 450 225 90 45 
IL-6 6500 3250 1300 650 
TNF-α 4100 2050 820 410 
 
HepG2-Zellen wurden für 48 h unter Standardbedingungen mit den vier Zytokinen in jeweils 
vier verschiedenen Konzentrationen (Tabelle 38) mit und ohne eine Co-Inkubation mit TCDD 
(10-9 M) behandelt und im Resazurinreduktionstest untersucht. Desweiteren wurde eine Mi-
schung der vier Zytokine in gleichen Verdünnungen in HepG2-Zellen getestet. Die nachfol-
genden Abbildungen (Abbildung 45 - Abbildung 49) illustrieren die Resultate der Zytotoxizi-
tätsuntersuchungen.  
Anhand Abbildung 45 erkennt man, dass IL-1α nach 48 h-Inkubation im untersuchten Kon-
zentrationsbereich 270-2700 pg/ml einen geringen Effekt auf die Vitalität von HepG2-Zellen 
hat. Nach statistischer Analyse mittels des Dunnett Multiple Comparisons Tests ergibt sich 
zwar eine Signifikanz bezogen auf die Kontrolle (Medium), jedoch ist kein konzentrationsab-
hängiger Effekt zu beobachten und die Vitalität sinkt auch bei der höchsten verwendeten IL-
1α-Konzentration von 2700 pg/ml nicht unter 85 %. Werden humane Hepatomzellen mit IL-
1α und TCDD (10-9 M) co-inkubiert, ist eine tendenzielle Konzentrationsabhängigkeit zu be-
obachten. Bei einer IL-1α-Konzentration von 1350 pg/ml ergibt sich eine statistische Signifi-
kanz im Vergleich auf die TCDD-Kontrolle. Aber auch hier bleibt die Vitalität stets über 85 
%. Vergleicht man die Vitalitäten bei Inkubation mit dem Interleukin IL-1α mit denen der 
TCDD-Co-Inkubation, ist kein signifikanter Unterschied feststellbar. 
Bei Inkubation humaner Hepatomzellen mit 45-450 pg/ml IL-1β ist eine leichte konzentrati-
onsabhängige zytotoxische Wirkung evident (Abbildung 46). Die höchste untersuchte Kon-
zentration des Interleukins von 450 pg/ml verursacht eine statistisch signifikante Reduktion 
der Vitalität auf durchschnittlich 89,5 % relativ zur Mediumkontrolle. Dieser Effekt wird 
durch Co-Inkubation des Zytokins mit 10-9 M TCDD verstärkt. Bei der Konzentration von 
450 pg/ml IL-1β zusammen mit 1 nM TCDD sinkt die Vitalität der Zellen statistisch hoch 
signifikant um weitere 17 % auf durchschnittlich 72,4 %. 
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Abbildung 45: Einfluss von IL-1α auf Zellvitalität. HepG2-Zellen, 48 h-Inkubation mit IL-1α mit und 
ohne TCDD. MW ± SD, n=3. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001 
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Abbildung 46: Einfluss von IL-1β auf Zellvitalität. HepG2-Zellen, 48 h-Inkubation mit IL-1β mit und 
ohne TCDD (1 nM). MW ± SD, n=3. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
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Nach 48 h-Inkubation in HepG2-Zellen zeigt das Interleukin IL-6 im analysierten Konzentra-
tionsbereich 650-6500 pg/ml keinen Effekt auf die Vitalität. Dies ändert sich auch nicht nach 
Co-Inkubation der humanen Hepatomzellen mit dem Interleukin und TCDD (10-9 M). Ledig-
lich das Tensid Saponin, welches mit der Endkonzentration von 0,1 % als Positivkontrolle 
verwendet wurde, zeigt eine höchst signifikante Reduktion der Zellvitalität (Abbildung 47). 
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Abbildung 47: Einfluss von IL-6 auf Zellvitalität. HepG2-Zellen, 48 h-Inkubation mit IL-6 mit und ohne 
TCDD MW ± SD, n=3. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
Abbildung 48 illustriert die Resultate des Resazurinreduktionstests nach einer 48 h-Inkubation 
der Zelllinie HepG2 mit dem Zytokin TNF-α. Im untersuchten Konzentrationsbereich 410 – 
4100 pg/ml konnte nach 48 h-Behandlung keine Änderung der Vitalität festgestellt werden. 
Im Gegenteil, die Vitalität humaner Hepatomzellen ist sogar höher als bei der Mediumkont-
rolle. Bei einer TNF-α-Konzentration von 2050 pg/ml beträgt die Vitalität durchschnittlich 
117,0 ± 5,7 % und erweist sich bei statistischer Analyse als hoch signifikant. Bei simultaner 
Behandlung humaner Hepatomzellen mit TNF-α und 1 nM TCDD bleibt die Zellvitalität in 
allen untersuchten Konzentrationen auf dem Level der TCDD-Kontrolle. 
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Abbildung 48: Einfluss von TNF-α auf Zellvitalität. HepG2-Zellen, 48 h-Inkubation mit TNF-α mit und 
ohne TCDD MW ± SD, n=3. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
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Abbildung 49: Einfluss des Zytokinmix auf Zellvitalität. HepG2-Zellen, 48 h-Inkubation mit Zytokinmix 
mit und ohne TCDD MW ± SD, n=3. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
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Des Weiteren wurde die humane Hepatomzelllinie HepG2 für 48 h mit einer Mischung der 
vier Zytokine IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α, mit identischen Konzentrationen wie im Einzel-
nen untersucht, inkubiert. Wie man anhand Abbildung 49 erkennt, zeigt ein Mix der Zytokine 
keine Wirkung auf die Vitalität von HepG2-Zellen. Die ermittelten relativen Vitalitäten be-
wegen sich in den getesteten Konzentrationen im Bereich der Kontrolle. Auch nach Co-
Inkubation der Zytokinmischung mit TCDD (1 nM) bleibt die Zellvitalität mit leichten Ab-
weichungen auf dem Niveau der Kontrolle. Nur die Positivkontrolle Saponin (0,1 %) zeigt 
eine höchst signifikante Zytotoxizität im verwendeten Zellsystem (Abbildung 49). 
5.5.2 EROD-Aktivität 
Nach Untersuchung der vier Zytokine auf ihre Wirkung hinsichtlich der Vitalität in humanen 
Hepatomzellen, wurden diese in selben Konzentrationsbereichen (Tabelle 38) auch hinsich-
tlich ihrer Wirkung im EROD-Assay mit und ohne 1 nM TCDD-Co-Inkubation analysiert. 
Die Ergebnisse sind den nachfolgenden Graphen (Abbildung 50) zu entnehmen. 
Es ist ersichtlich, dass nach einer 48 h-Inkubation keines der vier untersuchten Zytokine in 
HepG2-Zellen eine Induktion des Enzyms CYP1A1 im EROD-Assay bewirkt. Die EROD-
Aktivität bleibt innerhalb der verwendeten Konzentrationen auf dem Level der Mediumkont-
rolle. Die Positivkontrolle TCDD (10-9 M) zeigt im Vergleich zu seiner Lösungsmittelkontrol-
le DMSO (0,1 %) eine statistisch höchst signifikante Induktion der CYP1A1-Aktivität. Wer-
den humane Hepatomzellen für 48 h mit IL-1α, IL-1β, IL-6 oder TNF-α – bzw. einer Mi-
schung dieser – mit TCDD (1 nM) co-inkubiert, ist bei allen vier Zytokinen eine konzentrati-
onsabhängige Reduktion der EROD-Aktivität feststellbar. Dabei ist der inhibierende Effekt 
auf CYP1A1-Aktivität bei Co-Inkubation mit TNF-α und TCDD am schwächsten ausgeprägt. 
Die Inkubation der HepG2-Zellen mit 450 pg/ml IL-1β zusammen mit 1 nM TCDD führt zu 
einer signifikanten Inhibition der CYP1A1 Aktivität auf durchschnittlich 78,5 % relativ zur 
TCDD-Kontrolle. Ebenfalls eine signifikante Verminderung der EROD-Aktivität ist durch 
simultane Behandlung humaner Hepatomzellen mit der Zytokin-Mischung in den höchsten 
untersuchten Konzentrationen und 1 nM TCDD zu beobachten. Die Zytokine IL-1α und IL-6 
zeigen bei 48 h-Co-Inkubation mit TCDD zwar eine deutliche konzentrationsabhängige Ver-
minderung der EROD-Aktivität auf 77 % bzw. 67 % verglichen mit der TCDD-Kontrolle, 
dies ergibt sich jedoch in der Varianz Analyse One-way ANOVA mit dem Dunnett Multiple 
Comparisons Test auf Grund der vorliegenden Schwankungen als statistisch nicht signifikant 
(Abbildung 50). 
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Abbildung 50: EROD-Aktivität von Zytokinen. HepG2-Zellen, 48 h-Inkubation mit Zytokinen IL-1α, IL-
1β, IL-6, TNF-α und dem Mix mit und ohne TCDD. MW ± SD, n=3. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
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Zur besseren Gegenüberstellung der Interleukine hinsichtlich ihrer inhibitorischen Potenz, 
wurde die durchschnittliche prozentuale EROD-Suppression gegen die eingesetzten Zytokin 
Konzentrationen aufgetragen (Abbildung 51). Hierdurch erkennt man, dass unter Berücksich-
tigung der Konzentrationen IL-1β im ähnlichen Konzentrationsbereich die EROD-Aktivität 
am stärksten hemmt. 
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Abbildung 51: Prozentuale Suppression TCDD-induzierter EROD-Aktivität durch Zytokine. 48 h-
Inkubation von HepG2-Zellen mit TCDD (10-9 M) und Zytokinen. 
 
5.6 Einfluss von TCDD und Calcitriol auf myeloide Zellen  
Neben der Analytik von Mediumüberständen LPS-stimulierter myeloider Zellen sowie deren 
Wirkung auf fremdstoffmetabolisierende Hepatomzellen, sollte in der vorliegenden Arbeit 
auch der Einfluss des Ah-Rezeptor-Liganden 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin und des 
Vitamin-D-Rezeptor-Liganden Calcitriol als auch deren Kombination auf murine myeloide 
Zellen untersucht werden.  
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5.6.1 Zellvitalität 
Murine Knochenmarkzellen wurden ausgesät und wie beschrieben kultiviert (Kapitel 4.1.3). 
An Tag 10 nach Aussaat wurden die Zellen für 48 h mit 1-100 nM Calcitriol und 10-12 – 10-8 
M TCDD behandelt. Weiterhin wurden die Zellen mit einer Kombination von Calcitriol 1-100 
nM und TCDD 1 nM simultan inkubiert. Die Behandlung mit den genannten Substanzen er-
folgte zum Vergleich mit und ohne einer 48 h-Stimulation der Zellen mit 1 µg/ml LPS an 
Kulturtag 10. Anschließend erfolgte der Resazurinreduktionstest zur Bestimmung der Zellvi-
talität. 
Wie Abbildung 52 zeigt, ist nach 48 h Behandlung myeloider Zellen mit Calcitriol im gewähl-
ten Konzentrationsbereich von 1-100 nM ein Rückgang der Zellvitalität zu beobachten. In den 
beiden höchsten Konzentrationen 30 nM und 100 nM sinkt die Vitalität der Zellen statistisch 
hoch signifikant auf durchschnittlich 79 % bzw. 82 % verglichen mit der Lösungsmittelkont-
rolle DMSO. Untersuchungen einer Trypanblau-Färbung ergaben aber auch bei der höchsten 
Calcitriol-Konzentration von 100 nM einen Anteil von über 90 % vitaler Zellen. Der beobach-
tete Effekt des Calcitriols ist deshalb auf Hemmung der Proliferation zurückzuführen. Werden 
die Zellen simultan zur Calcitriol Inkubation mit 1 µg/ml LPS stimuliert, ist kein Rückgang 
der Zellzahl zu verzeichnen, die Vitalität bleibt mit leichten Abweichungen im Bereich der 
Lösungsmittelkontrolle. Die Positivkontrolle Saponin (0,1 %) führt zu einer statistisch höchst 
signifikanten Verringerung der Zellvitalität. 
Erfahren ausdifferenzierte myeloide Zellen eine Behandlung mit TCDD in einem Konzentra-
tionsbereich von 10-12 M bis 10-8 M, so ergibt sich ein anderes Bild. Wie anhand Abbildung 
53 ersichtlich, führt TCDD in myeloiden Zellen nach einer 48-stündigen Inkubationsperiode 
zu keiner Reduktion der Vitalität oder Zellzahl. Bei einer simultanen Stimulation mit 1 µg/ml 
LPS kann ein Rückgang der Vitalität/Zellzahl beobachtet werden. Inkubation der Zellen mit 
10-9 bzw. 10-8 M TCDD führt zu einer statistisch signifikanten Abnahme der Vitalität auf 
durchschnittlich 81 % bzw. 76 % relativ zur Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,1 %).  
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Abbildung 52: Zellvitalität. Calcitriol in myeloiden Zellen. 48 h Inkubation muriner myeloider Zellen 
mit Calcitriol mit und ohne LPS-Stimulation (1 µg/ml). MW ± SD, n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; 
***=p≤0,001. 
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Abbildung 53: Zellvitalität. TCDD in myeloiden Zellen. 48 h Inkubation muriner myeloider Zellen mit 
TCDD mit und ohne LPS-Stimulation (1 µg/ml). MW ± SD, n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
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Eine Co-Inkubation muriner myeloider Zellen mit Calcitriol (1-100 nM) und gleichbleibender 
Konzentration an TCDD (1 nM) für 48 h führt zu einem konzentrationsabhängigen Rückgang 
der Vitalität/Zellzahl (Abbildung 54). Bei 30 nM bzw. 100 nM Calcitriol zusammen mit 1 nM 
TCDD sinkt der Umsatz des Resazurins hoch signifikant auf durchschnittlich 84 % bzw. 77 % 
verglichen mit der TCDD-Kontrolle. Eine zusätzliche Stimulation der Zellen mit 1 µg/ml des 
Endotoxins LPS hat in allen untersuchten Konzentrationen einen Rückgang der Zellzahl zur 
Folge. Bezogen auf die TCDD-Kontrolle liegt der Anteil bei 87-83 %. Für die Konzentratio-
nen 3-100 nM ergibt sich eine statistische Signifikanz der Vitalität/Zellzahl relativ zur TCDD-
Kontrolle. 
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Abbildung 54: Zellvitalität. Calcitriol und TCDD (1 nM) in myeloiden Zellen. 48 h Co-Inkubation muri-
ner myeloider Zellen mit Calcitriol und TCDD (1nM) mit und ohne LPS-Stimulation (1 µg/ml). MW ± 
SD, n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
5.6.2 Zytokinausschüttung 
Die Wirkung von Calcitriol und TCDD sowie deren Kombination wurde auch hinsichtlich der 
Zytokinausschüttung in murinen myeloiden Zellen untersucht. Dazu wurden ausdifferenzierte 
Knochenmarkzellen mit Calcitriol, TCDD und der Kombination der beiden Substanzen mit 
und ohne eine LPS-Stimulation für 48 h behandelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 
Mediumüberstände der behandelten Zellen gesammelt und auf den Gehalt der bereits zuvor 
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untersuchten Zytokine IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α mittels ELISA analysiert. Die Ergebnis-
se der Untersuchungen werden in den folgenden Kapiteln beschrieben. 
5.6.2.1 IL-1α 
Abbildung 55 zeigt die Gehalte von IL-1α in Mediumüberständen muriner myeloider Zellen 
nach Inkubation mit Calcitriol, TCDD oder einer Kombination der beiden Substanzen mit und 
ohne LPS-Stimulation.  
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Abbildung 55: Einfluss von Calcitriol und TCDD auf IL-1α. Gehalt an IL-1α nach 48 h-Inkubation mye-
loider Zellen mit Calcitriol (A), TCDD (B) und Co-Inkubation mit Calcitriol und 1 nM TCDD (C) mit 
und ohne LPS-Stimulation (1 µg/ml). MW ± SD, n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
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48 h-Behandlung muriner myeloider Zellen mit Calcitriol hat eine konzentrationsabhängige 
Steigerung der IL-1α Ausschüttung zur Folge (Abbildung 55 A). Bei der höchsten untersuch-
ten Konzentration von 100 nM steigt der Gehalt von IL-1α auf durchschnittlich 13,6 ± 1,4 
pg/ml und ist verglichen mit der Lösungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %) statistisch signifi-
kant.  
Ein ähnliches Bild ergibt sich nach Inkubation der Zellen mit Calcitriol und 1 nM TCDD: 
Calcitriol-Konzentrationen von 30 nM und 100 nM führen zu statistisch signifikant erhöhter 
IL-1α Konzentration von 12,1 ± 2,0 pg/ml bzw. 12,9 ± 6,9 pg/ml im Mediumüberstand mye-
loider Zellen (Abbildung 55 C). TCDD zeigt im untersuchten Konzentrationsbereich von 10-12 
bis 10-8 M keine Auswirkungen auf IL-1α im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Abbildung 55 
B). Eine simultane Stimulation der Zellen mit 1 µg/ml LPS für 48 h führt zu statistisch höchst 
signifikant erhöhten Gehalten von IL-1α. TCDD oder Calcitriol haben dabei keine zusätzli-
chen Auswirkungen. Die IL-1α Gehalte bewegen sich im Bereich von 3000 - 3500 pg/ml 
(Abbildung 55). 
5.6.2.2 IL-1β 
Myeloide Zellen wurden nach 48-stündiger Behandlung mit Calcitriol und TCDD und deren 
Kombination auch auf den Gehalt von IL-1β, dem zweiten Zytokin aus der Interleukin-1-
Familie, im Mediumüberstand untersucht. Abbildung 56 illustriert die Ergebnisse der ELISA-
Untersuchungen.  
Weder Calcitriol noch TCDD führen im untersuchten Konzentrationsbereich von 1-100 nM 
bzw. 10-12 – 10-8 M zu einer Änderung des IL-1β in Mediumüberständen muriner myeloider 
Zellen. Der IL-1β-Gehalt bewegt sich mit 4-9 pg/ml im Bereich der Lösungsmittelkontrolle 
DMSO (Abbildung 56 A, B). Durch Kombination unterschiedlicher Konzentrationen Calcit-
riol mit 1 nM TCDD ist ebenfalls keine Änderung des IL-1β-Gehalts zu beobachten 
(Abbildung 56 C).  
Werden myeloide Zellen bei Inkubation mit 1,25(OH)2D oder TCDD bzw. deren Kombinati-
on gleichzeitig mit 1 µg/ml LPS stimuliert, steigt die Sekretion von IL-1β ins Medium auf 
über 900 pg/ml statistisch höchst signifikant an. Bei den Konzentrationsreihen von Calcitriol 
und TCDD sind die IL-1β-Gehalte im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (DMSO) etwas 
geringer, jedoch statistisch nicht signifikant (Abbildung 56). 
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Abbildung 56: Einfluss von Calcitriol und TCDD auf IL-1β. Gehalt an IL-1β nach 48 h-Inkubation mye-
loider Zellen mit Calcitriol (A), TCDD (B) und Co-Inkubation mit Calcitriol und 1 nM TCDD (C) mit 
und ohne LPS-Stimulation (1 µg/ml). MW ± SD, n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
5.6.2.3 IL-6 
Des Weiteren wurden Mediumüberstände myeloider Zellen nach 48 h-Behandlung mit Calcit-
riol und TCDD auf den Gehalt von IL-6 untersucht. Die Ergebnisse sind den Graphen in Ab-
bildung 57 zu entnehmen. Es ist ersichtlich, dass TCDD und Calcitriol nach 48 h Inkubation 
im untersuchten Konzentrationsbereich von 10-12-10-8 M bzw. 1-100 nM keinen Einfluss auf 
die Sekretion von IL-6 in murinen myeloiden Zellen haben. Die Gehalte bewegen sich vergli-
chen mit der Lösungsmittelkontrolle DMSO im gleichen Bereich von 6-7 pg/ml (Abbildung 
57 A, B). 
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Dieses Ergebnis ändert sich auch nicht durch Co-Inkubation der Zellen mit beiden Substanzen 
(Abbildung 57 C). Eine zusätzliche Stimulation der Zellen mit LPS (1 µg/ml) führt zur statis-
tisch höchst signifikanten Zunahme von IL-6 in Mediumüberständen myeloider Zellen. Der 
IL-6-Gehalt steigt dabei von durchschnittlich 6 pg/ml auf über 50000 pg/ml. Dieser Gehalt 
bleibt durch Behandlung mit Calcitriol bzw. TCDD unbeeinflusst. 
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Abbildung 57: Einfluss von Calcitriol und TCDD auf IL-6. Gehalt an IL-6 nach 48 h-Inkubation myeloi-
der Zellen mit Calcitriol (A), TCDD (B) und Co-Inkubation mit Calcitriol und 1 nM TCDD (C) mit und 
ohne LPS-Stimulation (1 µg/ml). MW ± SD, n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
 
Ergebnisse 
 
 109 
5.6.2.4 TNF-α 
Ferner wurde der Gehalt an TNF-α in Mediumüberständen muriner myeloider Zellen nach 48 
h Inkubation mit Calcitriol oder TCDD und deren Kombination mit und ohne LPS-
Stimulation untersucht. Wie anhand der Graphen in Abbildung 58 ersichtlich, wird die Sekre-
tion von TNF-α in myeloiden Zellen durch Behandlung mit Calcitriol konzentrationsabhängig 
gehemmt. Bereits 30 nM Calcitriol führen zu einer statistisch signifikanten Reduktion des 
TNF-α-Gehaltes um durchschnittlich 44 % verglichen mit der Lösungsmittelkontrolle DMSO 
(Abbildung 58 A). 
Behandlung der Zellen mit 100 nM Calcitriol senkt den TNF-α-Gehalt statistisch signifikant 
von durchschnittlich 117,5 ± 20,5 pg/ml auf rund 54,5 ± 13,9 pg/ml. Diese Beobachtung än-
dert sich nicht durch die simultane Inkubation des Calcitriols mit 1 nM TCDD. Auch hier 
sinkt der TNF-α-Gehalt ab 30 nM statistisch signifikant auf 58,4 ± 15,0 pg/ml. Die 48 h-
Inkubation der Zellen mit TCDD, hat im analysierten Konzentrationsbereich von 10-12 bis 10-8 
M keinen Einfluss auf die TNF-α Sekretion in myeloiden Zellen verglichen mit der Lösungs-
mittelkontrolle DMSO (Abbildung 58 B). 
Wie bereits bei anderen Zytokinen beobachtet, wird auch der Gehalt an TNF-α in Mediumü-
berständen muriner myeloider Zellen durch eine Stimulation mit 1 µg/ml LPS statistisch 
höchst signifikant erhöht. Nur bei Co-Inkubation der Zellen mit Calcitriol und 1 nM TCDD, 
und simultaner Stimulation mit 1 µg/ml LPS ist eine konzentrationsabhängige Abnahme des 
TNF-α-Gehaltes in den Mediumüberständen zu beobachten. Bei der höchsten untersuchten 
Calcitriol Konzentration von 100 nM und 1 nM TCDD sinkt der TNF-α-Gehalt statistisch 
signifikant um rund 13,5 % (Abbildung 58 C). 
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Abbildung 58: Einfluss von Calcitriol und TCDD auf TNF-α. Gehalt an TNF-α nach 48 h-Inkubation 
myeloider Zellen mit Calcitriol (A), TCDD (B) und Co-Inkubation mit Calcitriol und 1 nM TCDD (C) 
mit und ohne LPS-Stimulation (1 µg/ml). MW ± SD, n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
5.6.2.5 Stickoxid (NO) 
Zusätzlich zu den Zytokinen wurde auch der Gehalt an NO in Mediumüberständen muriner 
myeloider Zellen nach 48 h Inkubation mit Calcitriol oder TCDD und deren Kombination mit 
und ohne LPS-Stimulation untersucht. Wie die nachfolgende Abbildung 59 zeigt, hat Calcit-
riol keinen Einfluss auf die NO-Sekretion in murinen myeloiden Zellen bei simultaner Stimu-
lation der Zellen mit LPS (1 µg/ml). Ohne LPS-Stimulation zeigt sich ein geringer suppressi-
ver, jedoch nicht signifikanter Effekt des Calcitriol auf die NO-Sekretion (Abbildung 59 A). 
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TCDD hingegen verändert nicht die NO-Sekretion der Zellen, aber steigert konzentrationsab-
hängig die LPS-induzierte NO-Ausschüttung. Bei einer TCDD-Konzentration von 10-9 M ist 
der NO-Gehalt verglichen mit der DMSO-Kontrolle statistisch signifikant erhöht (Abbildung 
59 B). Bei Co-Inkubation myeloider Zellen mit TCDD und Calcitriol zeigt sich kein synergis-
tischer Effekt. Durch simultane Stimulation mit LPS und Co-Inkubation mit TCDD und Cal-
citriol liegen die NO-Gehalte durchschnittlich höher als bei der Lösungsmittelkontrolle 
DMSO, zeigen aber keine statistische Signifikanz (Abbildung 59 C). 
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Abbildung 59: Einfluss von Calcitriol und TCDD auf NO. Gehalt an NO2 nach 48 h-Inkubation myeloi-
der Zellen mit Calcitriol (A), TCDD (B) und Co-Inkubation mit Calcitriol und 1 nM TCDD (C) mit und 
ohne LPS-Stimulation (1 µg/ml). MW ± SD, n=3. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
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5.6.3 Genexpression 
Da sich murine myeloide Zellen für den EROD-Assay als ungeeignet erwiesen, wurde der 
Einfluss von Calcitriol und TCDD in myeloiden Zellen auf mRNA-Ebene hinsichtlich der 
Expression von Cyp1a1 untersucht. Des Weiteren wurde die Expression anderer Gene wie 
Cyp24a1, AhR, Vdr aber auch der Zytokine Il-1α, Il-1β, Il-6 und Tnf-α analysiert. Auf eine 
zusätzliche Stimulation der Zellen mit LPS wurde hierbei auf Grund unzureichender RNA-
Ausbeute und –Reinheit verzichtet. 
5.6.3.1 Genexpression der Zytokine 
Nach der Untersuchung der Zytokin-Gehalte in Mediumüberständen muriner myeloider Zel-
len nach 48 h Inkubation mit Calcitriol und TCDD, wurde auch die Expression der vier Zyto-
kine auf mRNA-Ebene bestimmt. Hierbei wurde auf eine Co-Inkubation mit Calcitriol und 
TCDD sowie eine zusätzliche LPS-Stimulation myeloider Zellen verzichtet, da bereits bei den 
ELISA-Untersuchungen kein kumulativer Effekt beobachtet werden konnte Weiterhin wies 
die isolierte RNA LPS-behandelter Proben eine unzureichende Qualität auf.  
Abbildung 60 stellt die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse graphisch dar. Es ist ersich-
tlich, dass Calcitriol im untersuchten Bereich von 1-100 nM eine konzentrationsabhängige 
Steigerung der Il-1α-Expression in murinen myeloiden Zellen auf mRNA-Ebene bewirkt. Bei 
einer Konzentration von 30 nM des Vitamin D3–Metaboliten wird mit durchschnittlich 19,3 ± 
7,0-fach die höchste Il-1α-Expression erreicht. Diese ist verglichen mit der Lösungsmittel-
kontrolle DMSO (0,1 %) statistisch signifikant. Wird die Calcitriol-Konzentration auf 100 nM 
erhöht, sinkt die relative Il-1α-Expression auf das rund 14-fache. Verglichen mit den anderen 
untersuchten Zytokinen, weist Il-1α die höchste mRNA-Expression auf. TCDD verursacht im 
untersuchten Konzentrationsbereich von 10-12-10-8 M keinen signifikanten Einfluss auf die Il-
1α-mRNA. Die höchste erreichte Expression liegt bei 10-9 M TCDD mit durchschnittlich 1,6 
± 1,3-facher Erhöhung (Abbildung 60 A). 
Auf Grund hoher Abweichungen ist nach 48 h Behandlung muriner myeloider Zellen mit Cal-
citriol kein deutlicher konzentrationsabhängiger Effekt hinsichtlich der Il-1β mRNA-
Expression festzustellen. Die höchste 5,6 ± 2,5-fache Expression wird bei einer Calcitriol-
Konzentration von 3 nM erreicht und sinkt dann kontinuierlich bei höheren Konzentrationen 
bis auf 3,1 ± 2,4-fach bei 100 nM. Nach Behandlung der Zellen mit TCDD steigt die Il-1β-
Expression bis zu einer Konzentration von 10-10 M auf durchschnittlich 3,3 ± 3,1-fach und 
nimmt bei höheren Konzentrationen bis 10-8 M wieder ab (Abbildung 60 B). 
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Abbildung 60: relative Zytokin-Genexpression. 48 h Inkubation muriner myeloider Zellen mit Calcitriol 
und TCDD. x-fache mRNA-Expression von Il-1α (A), Il-1β (B), Il-6 (C) und Tnf-α (D). MW ± SD, n≥3. 
*=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
Bei Il-6 ist ein konzentrationsabhängiger Anstieg der mRNA-Expression durch Behandlung 
muriner myeloider Zellen mit Calcitriol ersichtlich. Bei der höchsten untersuchten Calcitriol-
Konzentration von 100 nM wird eine 9,5 ± 3,6-fache Expression erreicht. TCDD bewirkt in 
murinen myeloiden Zellen nach 48-stündiger Inkubation eine maximale Il-6-mRNA-
Expression von durchschnittlich 4,1 ± 3,1-fach bei einer Konzentration von 10-9 M. Durch die 
hohen Schwankungen der Ergebnisse ergibt sich statistisch keine Signifikanz Abbildung 60 
C). 
Ergebnisse 
 
 114 
Nach Inkubation der Zellen mit 1-100 nM Calcitriol wird eine konzentrationsabhängige Re-
duktion der Tnf-α-Expression beobachtet und korreliert mit den Ergebnissen zu TNF-α Gehal-
ten in Mediumüberständen myeloider Zellen. Bei der höchsten verwendeten Konzentration 
von 100 nM Calcitriol ist verglichen mit dem Lösungsmittel (DMSO 0,1 %) im Mittel eine 
0,6 ± 0,2-fache mRNA-Expression von Tnf-α messbar. Diese Beobachtung ergibt sich jedoch 
auf Grund hoher Abweichungen als statistisch nicht signifikant. Eine 48 h Behandlung muri-
ner myeloider Zellen mit TCDD 10-12 - 10-8 M ergibt eine tendenzielle konzentrationsabhän-
gige Steigerung der Tnf-α-Expression. Diese ist jedoch sehr gering und erweist sich als statis-
tisch nicht signifikant (Abbildung 60 D). 
5.6.3.2 Genexpression von Cyp1a1 und Cyp24a1 
Murine Knochenmarkzellen wurden nach Isolierung zehn Tage kultiviert und anschließend 
für 48 h mit Calcitriol (1-100 nM), TCDD (10-12-10-8 M) oder der Kombination von Calcitriol 
(1-100 nM) mit TCDD (1 nM) behandelt. Nach Isolation der totalen RNA und deren Um-
schreiben in komplementäre DNA wurden mit Hilfe der quantitative RT-PCR die Expressi-
onsprofile der Cytochrom P450 Enzyme 1a1 und 24a1 untersucht. Eine zusätzliche LPS-
Stimulation der Zellen lieferte eine nur grenzwertige RNA-Qualität. Einige Resultate von 
Genexpressionen bei LPS-Stimulation werden aber im Anhang dargestellt (Anhang, Abbil-
dung 101 - Abbildung 105). 
Anhand Abbildung 61 sieht man eine konzentrationsabhängig steigende mRNA-Expression 
des Cyp1a1 nach Behandlung myeloider Zellen mit 10-12 -10-8 M TCDD, einem der potentes-
ten Cyp1a1-Induktoren. Die höchste Expression wird bei einer Konzentration von 10-9 M 
TCDD erreicht. Diese steigt dabei statistisch signifikant auf durchschnittlich 39,0 ± 21,9-fach 
relativ zur Lösungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %) an. Bei der nächsthöheren Konzentration 
des TCDD (10-8 M) sinkt die mRNA-Expression wieder auf 21,7 ± 12,6-fach ab.  
Werden murine myeloide Zellen für 48 h mit dem Vitamin D3-Metaboliten Calcitriol inku-
biert und anschließend hinsichtlich der Cyp1a1-Expression untersucht, kann man feststellen, 
dass Calcitriol ebenfalls eine konzentrationsabhängige Steigerung der Cyp1a1-mRNA-
Expression zur Folge hat. Die relative Expression liegt dabei im gleichen Bereich wie bei In-
kubation der Zellen mit TCDD. Bei der verwendeten Maximalkonzentration des Calcitriols 
von 100 nM wird die Cyp1a1 mRNA durchschnittlich 40,9 ± 22,6-fach stärker exprimiert und 
ist in Relation zur Lösungsmittelkontrolle statistisch signifikant (Abbildung 61).  
Nach einer 48 h-Inkubation mit Calcitriol (1-100 nM) in Kombination mit 1 nM TCDD ist 
ebenfalls eine Konzentrationsabhängigkeit der Cyp1a1-Expression zu verzeichnen. Bei einer 
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Konzentration des Calcitriols von 30 nM zusammen mit 1 nM TCDD ergibt sich eine statis-
tisch signifikante relative Expression des Cyp1a1. Ein additiver Effekt der Cyp1a1-
Expression durch die Kombination der beiden untersuchten Substanzen konnte nicht beobach-
tet werden. Im Gegenteil, bei Co-Inkubation myeloider Zellen mit Calcitriol in Konzentratio-
nen 1 nM bzw. 3 nM zusammen mit TCDD 1 nM konnte eine statistisch signifikant geringere 
Cyp1a1-Expression im Vergleich zu TCDD 1 nM festgestellt werden. Insgesamt weisen die 
Ergebnisse eine relativ hohe Schwankungsbreite auf (Abbildung 61). 
 
DM
SO  1 3 10 30 100
 
10
-
12
10
-
11
10
-
10
10
-
9
10
-
8
 1 3 10 30 100
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
*
re
la
tiv
e 
Cy
p1
a
1 
Ex
pr
es
sio
n
 
[x
-
fa
ch
]
 DMSO
 Calcitriol
 TCDD
 Calcitriol + TCDD 1 nM
*
*
TCDD [M]Calcitriol [nM] Calcitriol [nM]+TCDD 1 nM
*
 
Abbildung 61: relative Cyp1a1 Expression in myeloiden Zellen (48 h). 48 h Inkubation muriner myeloi-
der Zellen mit Calcitriol (A), TCDD (B) und der Kombination von Calcitriol (1-100 nM) mit TCDD (1 
nM) (C). MW ± SD, n≥4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
Eine kürzere Inkubationsdauer von 24 h lieferte zur Expression des Cyp1a1 andere Resultate 
(Abbildung 62). Sowohl für TCDD (10-12-10-8 M) als auch für Calcitriol (1-100 nM) ergibt 
sich eine konzentrationsabhängige Steigerung der Cyp1a1-Expression. In einer Calcitriol-
Konzentration von 30 nM wird eine 10,7 ± 6,0-fach erhöhte Expression erreicht und ergibt 
sich im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle DMSO als statistisch signifikant. Für Cyp1a1-
Expression durch TCDD wird auf Grund hoher Standardabweichungen keine statistische Sig-
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nifikanz erreicht. Im Gegensatz zur Behandlung der Zellen über 48 h, wird nach verkürzter 
Inkubationsdauer von 24 h durch Co-Inkubation mit TCDD und Calcitriol ein synergistischer 
Effekt bzgl. Cyp1a1 beobachtet. Beim Vergleich der Expressionen durch Calcitriol gegenüber 
der Co-Inkubation mit TCDD ergeben sich für die Konzentrationen 10-100 nM statistisch 
signifikante bzw. statistisch hoch signifikante Unterschiede. In Bezug auf TCDD ist die Ex-
pression des Cyp1a1 durch beide Verbindungen statistisch signifikant (Abbildung 62). 
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Abbildung 62: relative Cyp1a1 Expression in myeloiden Zellen (24 h). 24 h Inkubation muriner myeloi-
der Zellen mit Calcitriol (1-100 nM), TCDD (10-12-10-8 M) und der Kombination von Calcitriol (1-100 
nM) mit TCDD (1 nM). MW ± SD, n≥2. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
Des Weiteren wurde die mRNA-Expression des Enzyms Cytochrom P450 24a1 in murinen 
myeloiden Zellen nach 48 h-Behandlung mit Calcitriol und/oder TCDD untersucht. Wie an-
hand Abbildung 63 ersichtlich, führt die Inkubation myeloider Zellen mit Calcitriol zu drasti-
scher, konzentrationsabhängiger Induktion der Cyp24a1-Expression. Bereits die geringste 
verwendete Konzentration von 1 nM verursacht durchschnittlich eine 552-fach erhöhte Ex-
pression. Bei Inkubation der Zellen mit 30 nM Calcitriol wird eine maximale, durchschnittlich 
13491 ± 8824-fach erhöhte Expression erreicht und ergibt sich relativ zur Lösungsmittelkont-
rolle als statistisch hoch signifikant. In der höchsten untersuchten Calcitriol-Konzentration 
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(100 nM) sinkt die Cyp24a1 Expression leicht auf 11948 ± 7721-fach, bleibt jedoch vergli-
chen mit der Lösungsmittelkontrolle statistisch hoch signifikant (Abbildung 63). 
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Abbildung 63: relative Cyp24a1 Expression in myeloiden Zellen (48 h). 48 h Inkubation muriner myeloi-
der Zellen mit Calcitriol (A), TCDD (B) und der Kombination von Calcitriol (1-100 nM) mit TCDD (1 
nM) (C). MW ± SD, n≥4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
48-stündige Exposition muriner myeloider Zellen mit TCDD im Konzentrationsbereich von 
10-12 – 10-8 M hat ebenfalls eine konzentrationsabhängige Erhöhung der Cyp24a1 mRNA-
Expression zur Folge. Verglichen mit der durch Calcitriol verursachten Cyp24a1-Expression 
fällt diese jedoch wesentlich geringer aus. Bei der höchsten inkubierten TCDD-Konzentration 
von 10-8 M kann durchschnittlich eine 22,6 ± 16,2-fache Expression beobachtet werden. Be-
zogen auf die Lösungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %) ist die Expressionssteigerung statistisch 
hoch signifikant (Abbildung 63). Werden myeloide Zellen für 48 Stunden mit Calcitriol (1-
100 nM) und TCDD (1 nM) co-inkubiert, ergibt sich ebenfalls ein massiver, konzentrations-
abhängiger Anstieg der Cyp24a1 mRNA-Expression. Bei der Inkubation mit 30 nM Calcitriol 
in Kombination mit 1 nM TCDD liegt die Cyp24a1 mRNA im Mittel 3493 ± 1982-fach höher 
exprimiert vor und ist somit verglichen mit dem Lösungsmittel DMSO (0,1 %) statistisch sig-
nifikant. Wird die Konzentration des Calcitriols auf 100 nM erhöht und mit 1 nM TCDD 
kombiniert, erreicht die Cyp24a1-Expression eine statistisch hoch signifikante, durchschnitt-
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lich 4299 ± 2948-fache Steigerung (Abbildung 63). Durch Behandlung der Zellen mit der 
Kombination der beiden Substanzen Calcitriol und TCDD kann jedoch kein synergistischer 
Effekt beobachtet werden. Im Gegenteil, die Expressionshöhe des Cyp24a1 ist deutlich nied-
riger verglichen mit der alleinigen Calcitriol-Inkubation. Die statistische Gegenüberstellung 
der beiden Gruppen ergibt für die Konzentration von 30 nM Calcitriol verglichen mit der 
gleichen Konzentration in Kombination mit 1 nM TCDD eine statistisch hoch signifikante 
Differenz (Abbildung 63).  
Auch bei einer kürzeren Inkubationsdauer von 24 h sieht man einen Anstieg der Cyp24a1-
Expression durch TCDD, dieser ist jedoch etwas geringer verglichen mit der längeren Be-
handlung von 48 h und erweist beim Vergleich mit DMSO als statistisch nicht signifikant. 
Durch Calcitriol wird eine konzentrationsabhängige Steigerung von Cyp24a1 beobachtet. In 
einer Konzentration von 30 nM wird eine 2082 ±1323-fach erhöhte Cyp24a1-Expression er-
reich. Verglichen mit DMSO ergibt sich diese Different als statistisch signifikant. Durch Co-
Inkubation mit TCDD und Calcitriol konnte kein Synergismus festgestellt werden (Abbildung 
64). 
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Abbildung 64: relative Cyp24a1 Expression in myeloiden Zellen (24 h). 24 h Inkubation muriner myeloi-
der Zellen mit Calcitriol (A), TCDD (B) und der Kombination von Calcitriol (1-100 nM) mit TCDD (1 
nM) (C). MW ± SD, n≥2. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
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Zur Vervollständigung wurden mit Calcitriol bzw. TCDD behandelte myeloide Zellen auf die 
Genexpression der entsprechenden Rezeptoren Ahr und Vdr untersucht. Die folgende Abbil-
dung 65 zeigt die Resultate der RT-PCR Analysen. Nach 48-stündiger Inkubation muriner 
myeloider Zellen mit Calcitriol im Bereich von 1-100 nM steigt die mRNA-Expression des 
für Calcitriol hochaffinen Vitamin-D-Rezeptors Vdr konzentrationsabhängig an. Bei einer 
Calcitriol-Konzentration von 30 nM erreicht die Vdr-Expression im Mittel das 9,5 ± 5,4-fache 
und ist bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %) statistisch signifikant. Wird 
die Calcitriol-Konzentration auf 100 nM erhöht, wächst die Vdr-Expression verglichen mit 
dem Vehikel DMSO im Durchschnitt auf das 11,1 ± 6,0-fache an und ergibt sich in der statis-
tischen Analyse als hoch signifikant (Abbildung 65 A). 
Werden murine myeloide Zellen für 48 h mit TCDD, dem Arylhydrocarbon-Rezeptor Agonis-
ten, im Bereich von 10-12 – 10-8 M behandelt, sieht man einen Anstieg der Ahr-mRNA-
Expression. Die höchste Expressionsrate wird bei Inkubation der Zellen mit 10-9 M TCDD 
erreicht, diese beträgt dabei das 1,9 ± 1,4-fache relativ zur Lösungsmittelkontrolle DMSO. 
Nach statistischer Analyse erweist sich der Anstieg jedoch auf Grund der geringen Induktion 
und relativ hohen Schwankungen als nicht signifikant (Abbildung 65 B). 
Werden die beiden Substanzen auf das Expressionsvermögen des entsprechend anderen Re-
zeptors untersucht – also TCDD auf Expression des Vdr und Calcitriol auf Expression des Ahr 
– sieht man, dass im Falle des Calcitriols bei der geringsten Konzentration von 1 nM ein sig-
nifikanter Anstieg der Ahr-Expression zu verzeichnen ist. Mit steigender Calcitriol-
Konzentration sinkt die Expression jedoch wieder ab. TCDD hingegen hatte keine Auswir-
kung auf die Expression des Vitamin-D-Rezeptors (Abbildung 65 A/B). 
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Abbildung 65: relative Genexpression von AhR (A) und Vdr (B). 48 h Inkubation muriner myeloider 
Zellen mit Calcitriol und TCDD. MW ± SD, n≥4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
Die beobachtete induzierte Genexpression von Cyp1a1 bzw. Cyp24a1 durch Calcitriol und 
TCDD sollte auf die Ah-Rezeptor-Abhängigkeit untersucht werden. Dazu wurden murine 
myeloide Zellen mit dem AhR-Antagonisten CH223191 für 4 h vorbehandelt und anschlie-
ßend für 48 h mit Calcitriol (30 nM) und TCDD (1 nM) inkubiert. Nachfolgend wurde die 
Genexpression von Cyp1a1 sowie Cyp24a1 untersucht (Abbildung 66). 
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Abbildung 66: AhR-Abhängigkeit der Cyp1a1 und Cyp24a1 Expression durch Calcitriol und TCDD. Vor-
inkubation myeloider Zellen mit AhR-Antagonisten CH223191 für 4 h, anschließende Inkubation mit 
Calcitriol (30 nM) und TCDD (1 nM) für 48 h. MW ± SD, n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
Es zeigt sich, dass die in murinen myeloiden Zellen durch TCDD (1 nM) verursachte Cyp1a1 
Expression von durchschnittlich 29,8-fach durch eine 4 h-Vorinkubation der Zellen mit dem 
AhR-Antagonisten CH223191 (10 µM) statistisch signifikant auf durchschnittlich 1,4-fach 
gesenkt wird. Eine ähnliche Beobachtung kann gemacht werden, wenn myeloide Zellen nach 
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einer vorangegangenen CH223191 Inkubation, mit Calcitriol (30 nM) behandelt werden. Da-
durch sinkt die relative Cyp1a1-Expression um 90 % von durchschnittlich 28,4-fach auf 2,8-
fach. Auf Grund der hohen Standardabweichung wird nur hier ein p-Wert von p=0,091 er-
reicht, wodurch die Differenz der Expression sich in einer statistisch Analyse als nicht signi-
fikant ergibt (Abbildung 66 A). 
Bei der Untersuchung der Cyp24a1-Genexpression ergibt sich ein vergleichbares Bild. Die 
durch TCDD hervorgerufene Cyp24a1 Induktion von durchschnittlich 8,5-fach wird durch 
Vorinkubation mit dem AhR-Antagonisten CH223191 auf 0,04-fach statistisch signifikant 
reduziert. Dies entspricht einer 99,5 %igen Reduktion der Expression. Cyp24a1-
Genexpression, welche durch die Behandlung mit dem Target Calcitriol (30 nM) in myeloi-
den Zellen gemessen wurde (durchschnittlich 13491-fach) beträgt nach 4 h-Vorinkubation mit 
CH223191 (10 µM) nur noch 1 % der ursprünglichen Expression (durchschnittlich 139-fach). 
Nach einer statistischen Analyse ergibt sich diese Differenz als hoch signifikant (Abbildung 
66 B). 
Des Weiteren wurde ein Vitamin-D-Rezeptor-Antagonist getestet. Marshall et al. beschrieben 
das Antihypertonikum Telmisartan anhand von in silico Untersuchungen als einen voraussich-
tlich starken VDR-Antagonisten mit einer Calcitriol-ähnlichen VDR-Affinität und einer Inhi-
bitionskontante von Ki=0,04 nmol (Marshall et al. 2006). 
Dazu wurden murine myeloide Zellen für 4 h mit drei unterschiedlichen Konzentrationen an 
Telmisartan (10, 30, 100 nM) und anschließend für 48 h mit Calcitriol (30 nM) behandelt. 
Nachfolgend wurde die Genexpression des Enzyms Cyp24a1 mittels RT-PCR untersucht. Wie 
die folgende Abbildung 67 veranschaulicht, führt eine Vorinkubation mit Telmisartan und 
anschließender Calcitriol Behandlung zu keiner Reduktion der Cyp24a1-Genexpression. Im 
Gegenteil, die Expression des Enzyms stieg im Vergleich zur Kontrolle Calcitriol an. Sogar 
bei der höchsten untersuchten Telmisartan Konzentration (100 nM) betrug die Expression 
noch eine über vierfach höhere Expression verglichen mit Calcitriol ohne Telmisartan-
Vorbehandlung. Auf Grund hoher Standardabweichungen ergibt sich hierbei keine statistische 
Signifikanz. 
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Abbildung 67: relative Cyp24a1 Expression nach Inkubation mit Telmisartan und Calcitriol. 4 h Vorin-
kubation muriner myeloider Zellen mit Telmisartan (10, 30, 100 nM) und 48 h Inkubation mit Calcitriol 
(30 nM). MW ± SD, n≥2. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
5.6.4 Western Blot Analyse 
Nach den Untersuchungen bezüglich der Induktion von Cyp1a1 auf Enzym- und mRNA-
Ebene, sowie den Expressionen von Cyp24a1, Ahr und Vdr auf mRNA-Ebene, wurde auch 
der Protein-Status der genannten Enzyme und Rezeptoren in murinen myeloiden Zellen mit-
tels Westen Blot analysiert. Dazu wurden murine Knochenmarkzellen analog zu vorangegan-
genen Untersuchungen am zehnten Kulturtag mit Calcitriol (1 – 100 nM) bzw. TCDD (10-12 – 
10-8 M) für 48 h behandelt. Anschließend wurden Proteine aus dem Gesamtzelllysat gewon-
nen und einer Western Blot Analyse unterzogen. 
Wie Abbildung 68 zeigt, ist in murinen myeloiden Zellen nach einer 48-stündigen Inkubation 
mit Calcitriol im untersuchten Konzentrationsbereich von 1 – 100 nM keine Änderung der 
AhR-Proteinexpression zu erkennen. Der AhR-Proteinlevel (96 kDa) bleibt auf dem Basalni-
veau und unterscheidet sich nicht von der Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,1 %) (Abbildung 
68 A). Für den Vitamin D-Rezeptor ergibt eine Calcitriol-Inkubation hingegen eine konzent-
rationsabhängige Steigerung des Proteinlevels (51 kDa) (Abbildung 68 B). Die Beobachtung 
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des konzentrationsabhängig anste
metrischer Auswertung der Daten
steigt die relative Bandenintensität auf das 7,9
zentration von 100 nM wird eine 12,6
sich in der statistischen Auswertung als statistisch 
Ein Ähnliches Bild zeigt sich für Cyp24a1. Nach Behandlung myeloider Zellen 
Calcitriol im Bereich von 1 – 
onsabhängig an (Abbildung 68
tigt. Bei der höchsten untersuchten 
schnittliche 3,5-fach erhöhte 
Inkubation der Zellen mit Calcitriol im untersuchten Konzentrationsbereich kein Protein 
nachgewiesen werden. Als Kontrolle dienten mit TCDD (1 nM) behandelte 
welche in der Western Blot Analyse eine deutliche Bande bei 52 kDa für CYP1A1 zeigen 
(Abbildung 68 E). Als Ladungskontrolle wurde 
untersuchten Calcitriol-Konzentrationen sowie bei der Lösungsmittelkontrolle DMSO eine 
Bande bei 43 kDa mit konstanter Intensität
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Abbildung 68: Western Blot-Analyse in myelo
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Abbildung 69: Densitometrische Auswertung des Western Blots für VDR (A) und Cyp24a1 (B). 48 h-
Inkubation myeloider Zellen mit Calcitriol. MW ± SD, n=2. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
 
Nach Inkubation muriner myeloider Zellen mit TCDD im Konzentrationsbereich von 10-12 – 
10-8 M und anschließender Western Blot Analyse kann man erkennen, dass die beiden unter-
suchten Rezeptoren AhR und VDR in ihrer Proteinexpression durch TCDD nicht beeinflusst 
werden und nur eine basale Expression festzustellen ist, die durch Banden gleichmäßiger In-
tensität bei 96 kDa bzw. 51 kDa widergespiegelt wird (Abbildung 70 A, B). 
Für Cyp1a1 konnte durch Behandlung myeloider Zellen mit TCDD keine Proteinexpression 
nachgewiesen werden. Lediglich bei der Kontrolle mit HepG2-Zellen, welche mit 1 nM 
TCDD behandelt wurden, ist eine CYP1A1-Bande bei 52 kDa sichtbar (Abbildung 70 C, E). 
Auch für Cyp24a1 konnte durch Behandlung mit TCDD keine Proteinexpression detektiert 
werden. Im Gegensatz zur Inkubation mit Calcitriol (Abbildung 68 C) war im Fall von TCDD 
keine Bande bei 65 kDa detektierbar (Abbildung 70 D). Ähnliches Ergebnis konnte bei Ex-
pression von VDR beobachtet werden. Nach Inkubation mit TCDD war nur die basale VDR-
Proteinexpression sichtbar (Abbildung 70 B).  
Die Ladungskontrolle β-Aktin weist sowohl bei der Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,1 %) 
als auch bei der Behandlung mit verschiedenen TCDD-Konzentrationen stets Banden gleich-
mäßiger Intensität bei 43 kDa auf (Abbildung 70 D, F). 
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Abbildung 70: Western Blot-Analyse in myel
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5.7 Einfluss von TCDD und 
Nach den erhaltenen Ergebnissen zum Einfluss von 
den Zellen wurde auch die Wirkung der beiden Substanzen auf die humane Hepatomzelllinie 
HepG2 untersucht. Hierbei wurden folgende Parameter analysiert: 
Aktivität sowie Induktion von 
nachfolgenden Kapiteln beschrieben.
5.7.1 Zellvitalität 
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bination verschiedener Calcitriol-Konzentrationen mit 1 nM TCDD zeigte nach 48-stündiger 
Inkubation keine Wirkung auf HepG2-Zellen. Die relative prozentuale Vitalität bewegt sich 
stets im Bereich der Lösungsmittelkontrolle DMSO. Nur die Positivkontrolle Saponin (0,1 %) 
weist wie erwartet eine statistisch höchst signifikante Reduktion der Vitalität auf. 
 
DM
SO  1 3 10 30 100  10
-
12
10
-
11
10
-
10
10
-
9
10
-
8
 1 3 10 30 100  Sap
.
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
110
120
 DMSO
 Calcitriol
 TCDD
 Calcitriol+TCDD
TCDD[M]Calcitriol [nM]
V
ita
lit
ät
 
[%
]
***
Calcitriol [nM]
+TCDD 1nM
 
Abbildung 71: Zytotoxizität von Calcitriol und TCDD in HepG2. 48 h Inkubation von HepG2 mit Calcit-
riol, TCDD und deren Kombination. MW ± SD, n≥3. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
5.7.2 EROD-Aktivität 
Zur Überprüfung des Einflusses von Calcitriol und TCDD auf CYP1A1 auf Enzym-Ebene 
wurde der EROD-Assay herangezogen. Dazu wurden HepG2-Zellen für 48 h mit Calcitriol (1 
– 100 nM), mit TCDD (10-12 – 10-8 M) als auch der Kombination verschiedener Konzentrati-
on an Calcitriol mit 1 nM TCDD inkubiert. Anschließend wurde in noch vitalen Zellen der 
EROD-Assay nach Behnisch et al. durchgeführt. 
Wie die nächste Abbildung 72 illustriert, konnte für Calcitriol im untersuchten Konzentrati-
onsbereich von 1 – 100 nM keine Induktion der EROD-Aktivität festgestellt werden, die Wer-
te bewegen sich im Bereich der Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,1 %) (Abbildung 72). 
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TCDD, welches in diesem System auch als Positivkontrolle dient, zeigt im Bereich von 10-12 
– 10-8 M eine konzentrationsabhängige Steigerung der EROD-Aktivität. Bei einer Konzentra-
tion von 10-9 M erreicht die Enzymaktivität ihr Maximum und ist mit durchschnittlich 327,6 ± 
97,4 pmol/mg/min im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle DMSO statistisch hoch signifi-
kant. Bei der höchsten verwendeten TCDD-Konzentration von 10-8 M sinkt die EROD-
Aktivität leicht ab auf durchschnittlich 320,3 ± 108,4 pmol/mg/min und bleibt verglichen mit 
dem Vehikel DMSO statistisch hoch signifikant (Abbildung 72). Werden humane Hepatom-
zellen simultan mit Calcitriol (1-100 nM) und TCDD (1nM) für 48 h behandelt, ist keine Än-
derung der EROD-Aktivität verglichen mit TCDD (10-9 M) feststellbar (Abbildung 72). 
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Abbildung 72: EROD-Aktivität von Calcitriol und TCDD in HepG2. 48 h Inkubation von HepG2-Zellen 
mit Calcitriol (A), TCDD (B) und deren Kombination (C). MW ± SD, n=3. *=p≤0,05; **=p≤0,01; 
***=p≤0,001. 
5.7.3 Genexpression von CYP1A1 
Nach Analysen der CYP1A1-Aktivität auf Enzym-Ebene nach Behandlung mit Calcitriol und 
TCDD, sollten ergänzend auch die Auswirkungen auf mRNA-Ebene untersucht werden. Nach 
einer 48 h Inkubation humaner Hepatomzellen mit Calcitriol (1 – 100 nM), TCDD (10-12 –  
10-8 M) sowie deren Kombination wurde die Genexpression des CYP1A1 mit Hilfe der quanti-
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tativen RT-PCR untersucht. Wie das Diagramm (Abbildung 73) graphisch veranschaulicht, 
wird die Genexpression des Cytochrom P450 1A1 nach Inkubation von HepG2-Zellen mit 
Calcitriol im untersuchten Konzentrationsbereich kaum beeinflusst. Die ermittelten Werte 
bewegen sich im Bereich der Lösungsmittelkotrolle DMSO (0,1 %). 
Die Behandlung humaner Hepatomzellen mit TCDD im Bereich von (10-12 – 10-8 M) zeigt 
einen konzentrationsabhängigen Anstieg der CYP1A1-Genexpression. Die höchste Expression 
kann bei einer 1 nM TCDD-Konzentration und erreicht einen Wert von durchschnittlich 403 ± 
269-fach und ist im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle DMSO statistisch hoch signifikant. Wird 
die Konzentration an TCDD verzehnfacht (10 nM) fällt die relative Genexpression im Mittel 
auf 345-fach, ergibt sich jedoch auf Grund der hohen Standardabweichung als statistisch nicht 
signifikant. Durch Kombination von Calcitriol mit TCDD (1 nM) ist keine signifikante Ände-
rung der CYP1A1-Genexpression zu verzeichnen, diese bleibt im Bereich der TCDD-
Kontrolle (1 nM). Bei Calcitriol-Konzentrationen von 1 nM bzw. 100 nM sinkt die relative 
Expression auf 190 ± 54-fach bzw. 182 ± 157-fach, verglichen mit der Kontrolle ergibt sich 
dies in einer statistischen Analyse als nicht signifikant (Abbildung 73). 
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Abbildung 73: relative Genexpression von CYP1A1 durch TCDD und Calcitriol. 48 h Inkubation von 
HepG2 mit Calcitriol (A), TCDD (B) und deren Kombination (C). MW ± SD, n≥3. *=p≤0,05; **=p≤0,01; 
***=p≤0,001. 
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5.8 Interaktion des VDR mit dem AhR (EMSA) 
Die Ergebnisse aus Genexpressionsuntersuchungen in murinen myeloiden Zellen nach Be-
handlung mit Calcitriol und TCDD ließen einen Zusammenhang zwischen dem AhR- und 
VDR-Signalweg vermuten. Um diesen Aspekt besser untersuchen zu können, wurde der 
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) herangezogen. Dabei sollte analysiert werden, 
ob der Vitamin D-Rezeptor als Transkriptionsfaktor an die Promotor-Sequenz des CYP1A1 
bindet. 
Zu diesem Zweck wurde die humane embryonale Nierenzelllinie HEK-293 verwendet, da 
diese vermehrt VDR, aber auch AhR exprimiert. Die Zellen für 48 h mit TCDD (1 nM), Cal-
citriol (30 nM) bzw. dem Lösungsmittel DMSO (0,1 %) behandelt. Anschließend wurde so-
wohl die zytosolische als auch die Kernfraktion der Zellen gewonnen und im Western Blot 
auf Anwesenheit von AhR bzw. VDR untersucht. Abbildung 74 zeigt die Resultate der Wes-
tern Blot Untersuchungen von Zellextrakten. Anhand der schwachen Banden sieht man, dass 
in der zytosolischen Fraktion nur geringe Mengen an VDR oder AhR vorhanden sind. Im Ge-
gensatz dazu ist die Bandenintensität für beide Proteine – AhR und VDR – in der Kernfrakti-
on deutlich stärker. Es fällt auf, dass auch bei Behandlung der Zellen mit der Lösungsmittel-
kontrolle DMSO eine basale Expression der untersuchten Proteine vorhanden ist. Die Ban-
denintensität des AhR (96 kDa) scheint sich durch die Inkubation der Zellen mit TCDD oder 
Calcitriol nicht zu ändern. Die Bande des VDR (51 kDa) hingegen gewinnt an Intensität durch 
Exposition der Zellen mit TCDD (1 nM) oder Calcitriol (30 nM) im Vergleich zum Lösungs-
mittel DMSO. Es fällt aber auf, dass unabhängig davon ab die Zellen mit TCDD oder Calcit-
riol behandelt wurden, sich die Bandenintensität von VDR bzw. AhR nicht unterscheidet 
(Abbildung 74). 
 
     Zytosolische Fraktion                Kernfraktion 
  DMSO    TCDD   1,25D    DMSO     TCDD     1,25D  
  AhR (96 kDa) 
  VDR (51 kDa) 
Abbildung 74: Western Blot Untersuchung von Zellextrakten. HEK-293 Zellen, 48 h Inkubation mit 
DMSO (0,1 %), TCDD (1 nM) oder Calcitriol („1,25D“, 30 nM). Extraktion der zytosolischen sowie der 
nukleären Fraktion. 
 Um zu untersuchen, ob nun VDR an die CYP1A1
wonnenen Kernextrakte von HEK
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der Bande zu erkennen (Abbildung 
Abbildung 75: EMSA. Bindung des VDR an CYP1A1 Promoter (AhR Antikörper).
HEK-293 Zellen für 48 h behandelt mit DMSO 0,1%, TCDD 1 nM oder 
der Extrakte mit DNA-Region des CYP1A1
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Analoges Bild ergibt sich wenn 
citriol) mit dem DNA-Abschnitt des CYP1A1
im EMSA getestet werden (Abbildung 
erkennbar (Spuren 9+10). Die unteren beiden Banden sind bei zusätzlicher Verwendung des 
Anti-VDR-Antikörpers nur noch schwach zu sehen, während 
ste Bande bildet (Spuren 6+7). Beim DMSO
Abbildung 76: EMSA. Bindung des VDR an CYP1A1 Promoter (VDR
HEK-293 Zellen für 48 h behandelt mit DMSO 0,1%, TCDD 1 nM oder 
der Extrakte mit DNA-Region des C
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 5.9 HPLC-Analyse myeloider Zellen und deren Überstände
Des Weiteren wurden myeloide Zellen zusa
nach Behandlung mit LPS oder 
tersucht. Dazu wurden Zellen für 48 h mit 
Nach Aufschluss der Zellen durch Soni
der Probe (Kapitel 4.7.1) erfo
HPLC-Analysen werden in den folgenden Abbildungen darge
Abbildung 77 zeigt das UV-
über den gesamten gemessenen Zeitbereich von 65 min
von Peaks auftreten. Verbindungen mit einer hohen
tionszeit bis 10 min in der ersten Gruppe
ringerer Polarität, welche zu einem späteren Zeitpunkt um die 20 min von der Säule eluieren. 
Nach 30 min, was beim verwendeten 
% Acetonitril und 55,5 % Wasser entspricht, sind keine 
zeichnen. 
 
Abbildung 77: UV-Chromatogramm unbehandelter myeloider Zellen und d
loide murine Zellen, Kulturtag 11. 
 
In der nachfolgenden Abbildung 
25 min bei 280 nm und zugehörige UV
in den UV-Spektren geben die entsprechenden Maxima an. 
 
mmen mit den zugehörigen Mediumüberständen 
Calcitriol auf mögliche Unterschiede mittels UV
Calcitriol (100 nM) bzw. LPS (1 µg/ml) inkubiert. 
fikation, Extraktion der Proteine und Aufkonzentrieren 
lgte die HPCL-Analyse (Kapitel 4.7.2). Die Ergebnisse der 
stellt. 
Chromatogramm unbehandelter myeloider Zellen bei 280 nm
. Es ist ersichtlich, dass zwei Gruppen 
 Polarität und somit einer geringen Rete
, und in der zweiten Gruppe Verbindungen mit g
Gradienten einer Fließmittelzusammensetzung von 44,5 
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eren Mediumüberstand
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Abbildung 78: UV-Chromatogramm und UV
diumüberstand. Myeloide murine Zellen, Kulturtag 
280 nm. 
 
Werden murine myeloide Zellen für 48 h mit LPS (1 µg/ml) behandelt und wie in Kapitel 
4.7.1 beschrieben aufbereitet, erhält man nach der HPLC
matogramm bei 280 nm (Abbildung 
fikanten Peaks auf. Insgesamt erscheint das Chromatogramm dem von unbehandelten Zellen 
sehr ähnlich. Nach Analyse der UV
Peaks im Vergleich zu denen aus der Probe unbehandelter Zellen 
(Abbildung 80).  
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11. Zeitlicher Ausschnitt des Chromatogramms bei 
-Analyse der Probe folgendes
79). Auch in diesem Fall treten nach 25
-Spektren ergeben sich diese bei den entsprechenden 
ebenfalls 
 
 und deren Me-
 Chro-
 min keine signi-
als sehr ähnlich 
 Abbildung 79: UV-Chromatogramm LPS
h Behandlung muriner myeloider Zellen mit LPS (1 µg/ml). 
 
Abbildung 80: UV-Chromatogramm und UV
Mediumüberstände. 48 h Behandlung muriner myeloider Zellen mit LPS (1 µg/ml). 
des Chromatogramms bei 280 nm.
 
-behandelter myeloider Zellen und deren Mediumüberstand. 
Gesamtchromatogramm, 280 nm. 
-Spektren LPS-behandelter myeloider Zellen
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Zum besseren Vergleich werden die beiden Chromatogramme 
übereinandergelegt (Abbildung 
dar, während das blaue Chromatogramm die mit LPS behandelten Zellen repräsentiert. Bis 
auf eine geringe zeitliche Verschiebung der Peaks, wir
 
Abbildung 81: Vergleich der UV
myeloider Zellen und Mediumüberstände.
µg/ml). Zeitlicher Ausschnitt der Gesamtchromat
 
Zur Überprüfung welche Peaks Verbindungen aus dem Kulturmedium
können, wurde das Kulturmedium
HPLC untersucht. Die nachfolgen
bei einer Wellenlänge von 280 nm. 
Retentionszeiten zwischen 0 und 25 min anzutreffen sind, wie bereits bei vorangegangenen 
Chromatogrammen unbehandel
den. Ebenso gleichen sich die UV
Maxima auf (Abbildung 83). 
 
 
(280 nm) 
81). Das rote Chromatogramm stellt die unbehandelten Zellen 
d die Ähnlichkeit der Proben s
-Chromatogramme unbehandelter (rot) und LPS
 48 h Behandlung muriner myeloider Zellen ohne/ mit LPS (1 
ogramme, 280 nm. 
 
 (ohne Zellen!) auf die gleiche Weise aufbereitet und mittels 
de Abbildung 82 zeigt das sich ergebende Chromatogramm 
Es ist ersichtlich, dass hier dieselben Peaks mit ähnlichen 
ter und LPS-stimulierter Zellen und deren Mediumüberstä
-Spektren der entsprechenden Peaks und weisen identische 
in einem Graphen 
ichtbar. 
 
-behandelter (blau) 
zugeordnet werden 
n-
 Abbildung 82: UV-Chromatogramm des Kulturmediums. Gesamtchromatogramm, 280 nm.
 
 
Abbildung 83: UV-Chromatogramm und UV
Chromatogramms bei 280 nm. 
 
-Spektren des Kulturmediums. Zeitlicher Ausschnitt des 
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Besonders deutlich wird die Übereinstimmung beim dir
in einem Diagramm, wie die nächste 
medium, während die rote Spur zur Probe LPS
Proben zeigen sich als fast deckungsgleich, bis auf geringfügi
sowie Intensitätsunterschiede. 
 
Abbildung 84: Vergleich der UV
Zellen (rot). 48 h Behandlung mur
Gesamtchromatogramme, 280 nm
 
Wie anhand Abbildung 85 und 
myeloider Zellen mit Calcitriol
fikanten Unterschiede im UV
Vergleich zu unbehandelten Proben festgestellt werden
 
 
ekten Vergleich der Chromatogramme 
Abbildung 84 zeigt. Die blaue Spur gehört zum Kultu
-behandelter myeloider Zellen gehört. B
ge zeitliche Verschiebungen 
-Chromatogramme: Kulturmedium (blau) LPS-
iner myeloider Zellen mit LPS (1 µg/ml). Zeitlicher Ausschnitt der 
 
Abbildung 86 ersichtlich, können auch nach 48 h
 und anschließender chromatographischer Analyse 
-Chromatogramm (280 nm) oder in UV-Spektren
.  
r-
eide 
 
behandelte myeloide 
-Behandlung 
keine signi-
 der Peaks im 
 Abbildung 85: UV-Chromatogramm mit 
Mediumüberständen. 48 h Behandlung muriner myeloider Zellen mit 
matogramm, 280 nm. 
 
 
Abbildung 86: UV-Chromatogramm
Behandlung muriner myeloider Zellen mit 
ramms bei 280 nm. 
 
Calcitriol (100 nM) behandelter myeloider Zellen
Calcitriol (100 nM). 
 und UV-Spektren myeloider Zellen behandelt mit 
Calcitriol (100 nM). Zeitlicher Ausschnitt des Chromato
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Beim direkten Vergleich der Chromatogramme mit Calcitriol behandelter und unbehandelter 
myeloider Zellen in einer Graphik (Abbildung 87) zeigen sich erneut nur geringfügige Unter-
schiede in der Retentionszeit sowie Intensität. Ansonsten lassen sich hierbei keine signifikan-
ten Differenzen feststellen. 
 
 
Abbildung 87: Vergleich der UV-Chromatogramme myeloider Zellen DMSO (blau) Calcitriol (rot). 48 h 
Behandlung muriner myeloider Zellen mit Calcitriol (100 nM) bzw. DMSO (0,1 %). Zeitlicher Aus-
schnitt der Gesamtchromatogramme, 280 nm. 
 
Zusätzlich wurde Calcitriol als Reinsubstanz bei gleichen Bedingungen mittels HPLC Unter-
sucht. Wie anhand der nachstehenden Abbildung festgestellt werden kann, zeigt Calcitriol 
seinen lipophilen Charakter durch ein spätes Auftreten im Chromatogramm bei den verwen-
deten Bedingungen, mit einer Retentionszeit von 47,9 min und einem relativ unspezifischen 
UV-Spektrum mit zwei Maxima bei 220 nm und 280 nm (Abbildung 88). 
 Abbildung 88: UV-Chromatogramm un
 
Nach Behandlung myeloider Zellen 
Analyse von Mediumüberständen und Zellen konnte bei einer Retentionszeit um 50 min kein 
Peak detektiert werden. Daher
Zellen und deren Überständen
werden konnte (vgl. Abbildung 
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KAPITEL 6 
 
6. DISKUSSION 
nser Immunsystem leistet unglaubliche Arbeit, um unseren Organismus vor Angreifern 
wie Bakterien, Viren und anderen Parasiten zu schützen und dies geschieht meistens, 
ohne dass wir Notiz davon nehmen. Dazu bedient sich das Immunsystem eines komplexen 
Netzwerks von Proteinen und spezialisierten Zellen, die im gesamten Organismus zirkulieren, 
Pathogene erkennen und umgehend reagieren, um diese zu eliminieren. (Schütt, 2006; Rink, 
2012). Unter Laborbedingungen können unterschiedliche Zellen des Immunsystems – wie 
Lymphozyten, dendritische Zellen oder Makrophagen – ex vivo bzw. in vitro z.B. aus periphe-
rem Blut, Knochenmark, Lungengewebe etc. isoliert und kultiviert werden (Lutz et al. 1999; 
Marim et al. 2010; Bi et al. 2014). So lassen sich die Wirkungen und Effekte verschiedener 
Substanzen auf das Immunsystem auf zellulärer Ebene gezielt untersuchen. 
Aktuelle Studien zeigen, dass der Transkriptionsfaktor Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR) in 
fast allen Zelltypen des Immunsystems vorkommt und dort eine wichtige Rolle spielt. Dies 
zeigt sich besonders deutlich in der starken Immunsuppression nach Exposition mit Dioxinen 
oder in einer gestörten Immunfunktion nach genetischer Ausschaltung des Ah-Rezeptors 
(Holsapple et al. 1991; Vogel et al. 1997; Teske et al. 2005; Frericks et al. 2006; Stockinger 
et al. 2011; Hao et al. 2013; Stockinger et al. 2014). Die Wechselwirkung zwischen Immun-
zellen und Zellen anderer Gewebe im Hinblick auf den Ah-Rezeptor-Signalweg ist jedoch 
bislang kaum untersucht worden. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Zellen aus dem Knochenmark adulter männlicher 
C57BL/6 Mäuse isoliert, mit Hilfe des Wachstumsfaktors GM-CSF (Granulocyte macropha-
ge colony stimulating factor) ausdifferenziert und zur Charakterisierung durchflusszytomet-
risch analysiert. Mittels des Endotoxins LPS wurden die Zellen hinsichtlich einer Abwehr-
U 
Diskussion 
 
 144 
reaktion stimuliert. Mediumüberstände sowohl stimulierter als auch nicht stimulierter Zellen 
wurden auf Zytotoxizität und ihr Vermögen der AhR-vermittelten CYP1A1-Regulation auf 
Enzym- und mRNA-Ebene in Hepatomzellen untersucht. Weiterhin wurden die Zytokine IL-
1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α, welche insbesondere bei einer Inflammation eine Rolle spielen, 
im Mediumüberstand stimulierter myeloider Zellen quantifiziert und deren Einfluss auf 
CYP1A1-Aktivität analysiert, um eine mögliche Rolle und Interaktion des Immunsystems im 
Rahmen des AhR-Signalweges zu untersuchen. 
Ferner wurde die Wirkung des prominentesten und wahrscheinlich potentesten exogenen 
AhR-Liganden 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), sowie des biologisch aktiven 
Vitamin-D-Metaboliten und physiologischen VDR-Liganden 1,25(OH)2-Vitamin-D3 (Calcit-
riol, 1,25(OH)2D) auf murine myeloide Zellen untersucht. Hierbei waren die Effekte der bei-
den Substanzen auf die Haupt-Targetgene der AhR- und VDR-Signalwege – Cyp1a1 sowie 
Cyp24a1 – von besonderem Interesse, um eventuelle Anhaltspunkte für einen Crosstalk der 
beiden Rezeptoren zu erhalten. 
6.1 Charakterisierung myeloider Zellen 
Das Knochenmark beinhaltet pluripotente Stammzellen, welche sich auf Grund ihres hohen 
Differenzierungspotenzials besonders gut für Generierung und funktionale Untersuchungen 
verschiedener Immunzellen wie Granulozyten, Makrophagen oder dendritischen Zellen eig-
nen. Zahlreiche unterschiedliche Methoden zur ex vivo / in vitro Generierung und Kultivie-
rung von Makrophagen und dendritischen Zellen aus murinen Knochenmarkzellen sind in der 
Literatur beschrieben – mit und ohne Zusatz von Serum, Interleukinen (z.B. IL-4), Antibiotika 
usw. – allen gemein ist dabei die Verwendung des als Zytokin wirkenden Glykoproteins 
„Granulocyte macrophage colony-stimulating factor“, kurz GM-CSF (Inaba et al. 1992, Lutz 
et al. 1999; Warncke et al. 2006; Eske et al. 2009; Marim et al. 2010; Depke et al. 2014). 
Mit Hilfe des GM-CSF ist jedoch die selektive Generierung einer einzigen Zellsorte nicht 
möglich. Bei gleichen Kultivierungsbedingungen ist die simultane Entwicklung verschiedener 
Zellpopulationen – darunter Granulozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen – beschrieben 
(Inaba et al. 1992; Lutz et al. 1999; Marim et al. 2010). Dabei ist es wichtig zu wissen, um 
welche Zellarten es sich hierbei handelt und daher die Zellen entsprechend zu charakterisie-
ren. Erste Informationen liefert die mikroskopische Beobachtung. In der vorliegenden Arbeit 
wurden murine Knochenmarkzellen für zwölf Tage kultiviert. Während dieser Kultivierungs-
periode konnten verschiedene Formen der Zellen beobachtet werden. Zu Beginn der Kultur 
lagen alle Zellen in Suspension vor und unterschieden sich mikroskopisch lediglich durch ihre 
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unterschiedliche Größe. Nach zwei bis drei Tagen begannen die Zellen zu adhärieren, wobei 
die Zahl adhärenter Zellen während der Kulturdauer stetig anstieg (vgl. Kapitel 5.1.3). Am 
zwölften Kulturtag beinhalteten die Kulturschalen vorwiegend adhärente Zellen, deren Anteil 
fast das 10-fache betrug verglichen mit dem dritten Kulturtag. Des Weiteren waren insbeson-
dere zu Beginn der Kultur auch kleine, runde, nicht-adhärente Zellen – sowohl einzeln als 
auch in Clustern – zu beobachten, deren Zahl reduzierte sich jedoch während der fortschrei-
tenden Kultivierungsdauer.  
Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen in der Literatur. So beschrieben Lutz et 
al. ebenfalls drei Zellarten bei Kultivierung muriner Knochenmarkzellen in Gegenwart von 
GM-CSF. Die eher zu Beginn der Kultur auftretenden Cluster stellen Granulozyten dar. Zum 
späteren Zeitpunkt der Kultivierung wurden nur zwei Populationen beschrieben – adhärente 
und nicht-adhärente Zellen (Lutz et al. 1999). Es gibt zahlreiche Publikationen, die vorschla-
gen, dass es sich bei den nicht-adhärenten Zellen um dendritische Zellen handelt. Diese An-
nahme basiert auf Untersuchungen, dass diese Zellen die charakteristischen Oberflächenmar-
ker CD80 und CD86 tragen, zur Aufnahme von Antigenen fähig sind und in der „Mixed Lym-
phocyte Reaction“ (MLR) eine Aktivierung von T-Zellen zeigten (Lutz et al. 1999, Li et al. 
2010). 
Bezüglich der stark adhärenten Population, unter den mit GM-CSF kultivierten Knochen-
markzellen, divergieren die publizierten Daten hinsichtlich ihrer Zuordnung. Einige, insbe-
sondere ältere Publikationen beschreiben die adhärenten Zellen als Makrophagen (Bone Mar-
row Derived Macrophages, BMDM), da diese Zellen in MLR-Untersuchungen keine Aktivi-
tät zeigten und eine hohe Expression des charakteristischen Makrophagen-
Oberflächenmarkers F4/80 aufwiesen (Inaba et al. 1992; Lutz et al. 1999; Eske et al. 2009; 
Marim et al. 2010). Andere Arbeitsgruppen dokumentierten hingegen, dass die adhärente 
Zellpopulation ebenso Eigenschaften dendritischer Zellen aufwies. Die Gruppe um Siege-
mund et al. zeigte, dass die adhärente Zellpopulation kultivierter muriner Knochenmarkzellen 
auch die charakteristischen Oberflächenmarker dendritischer Zellen „CD11c“ trug, während 
die Makrophagen-Marker F4/80 nicht nachweisbar waren (Siegemund et al. 2008). Diese Er-
gebnisse wurden von Li et al. untermauert, auch hier wurden die charakteristischen Oberflä-
chenmarker dendritischer Zellen – CD11c, CD86 und MHC II – in adhärenten Zellen nach-
gewiesen (Li et al. 2010). 
Eigene Untersuchungen (im Rahmen der Masterarbeit von Verena Ziegler, TU Kaiserslautern, 
Masterstudiengang Toxikologie, AG Prof. Dr. Dr. Schrenk, März 2013) sollten Aufschluss 
über die Einordnung der adhärenten Zellpopulation muriner Knochenmarkzellen geben. Dazu 
wurden adhärente Zellen am elften Kulturtag mit und ohne 48-stündige LPS-Stimulation mit 
eiskaltem PBS durch Abspülen vom Boden der Kulturschale gelöst. Auf enzymatische Ablö-
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sung des Zellrasens durch Trypsin oder Accutase sowie Abschaben wurde hierbei verzichtet, 
um die Oberflächenbeschaffenheit der Zellen für nachfolgende durchflusszytometrische Ana-
lysen möglichst unversehrt zu lassen und den Anteil an Zelltrümmern möglichst niedrig zu 
halten. Auch Zhang et al. konnten in ihrer Arbeit nachweisen, dass eine enzymatische Ablö-
sung adhärenter Zellen zum Verlust von Oberflächenrezeptoren führen kann (Zhang et al. 
2012b). Zur Untersuchung, ob die in Gegenwart von GM-CSF kultivierten murinen Kno-
chenmarkzellen den Charakter von Makrophagen oder von dendritischen Zellen aufweisen, 
wurden drei verschiedene Antikörper verwendet: CD11c als spezifischer Marker für dendriti-
sche Zellen, F4/80 als spezifischer Marker für Makrophagen und MHC II als Marker für An-
tigen-präsentierende Zellen, welcher sowohl von Makrophagen als auch von dendritischen 
Zellen exprimiert wird.  
Ohne LPS-Stimulation war nach einer Kultivierungsdauer von neun bzw. elf Tagen rund die 
Hälfte (53,8 % bzw. 45,8 %) adhärenter Zellen CD11c positiv und wies somit den Charakter 
dendritischer Zellen auf. Dieser Wert sank statistisch höchst signifikant auf 22,3 %, wenn 
Zellen für 48 Stunden mit 1 µg/ml LPS behandelt wurden. In der Literatur finden sich höhere 
Anteile CD11c positiver Zellen innerhalb der adhärenten Zellpopulation muriner Knochen-
markzellen nach einem vergleichbaren Kultivierungszeitraum. Li et al. konnten zeigen, dass 
am zehnten Kulturtag 83,8 % der adhärenten myeloiden Zellen CD11c positiv sind (Li et al. 
2010). Singh-Jasuja et al. beobachteten einen starken Rückgang CD11c-positiver Zellen 
durch Stimulation mit 1 µg/ml LPS (Singh-Jasuja et al. 2013). Diese Runterregulation des 
Oberflächen-Antigens CD11c verläuft dabei jedoch nicht auf mRNA-Ebene und korreliert mit 
einem steigenden intrazellulären CD11c-Gehalt, weshalb die Autoren vermuten, dass das 
Membran-gebundene CD11c nach Aktivierung mit LPS von der Oberfläche ins Zytosol inter-
nalisiert (Singh-Jasuja et al. 2013). 
Das Oberflächen-Antigen F4/80, welches charakteristisch für Makrophagen ist, änderte sich 
hingegen unabhängig von LPS-Stimulation myeloider Zellen und sank von Tag 9. auf Tag 11. 
der Kultur statistisch höchst signifikant von rund 44 % auf 22 %. Dies lässt vermuten, dass 
bei den adhärenten Zellen während der Kultivierung zeitabhängig ein Verlust des Makropha-
gen-Charakters stattfindet. Die Expression des Haupthistokompatibilitätskomplexes MHC II 
auf der Oberfläche der Zellen blieb im Zeitraum zwischen dem neunten und elften Kulturtag, 
unabhängig von einer LPS-Stimulation, relativ konstant bei 80-85 % und unterstreicht den 
Charakter Antigen-präsentierender Zellen. Dies korreliert mit den Ergebnissen der Gruppe Li 
et al., die am zehnten Kulturtag bei adhärenten myeloiden Zellen einen Anteil von 89 % als 
MHC II-positiv feststellten (Li et al. 2010). Eine Doppelmarkierung der Zellen mit CD11c 
und MHC II bzw. F4/80 und MHC II lieferte keinen Beitrag zur genaueren Charakterisierung 
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der adhärenten Zellpopulation. Die prozentuale Verteilung schwankte stark zwischen 10-20 % 
und lässt keine konkrete Aussage zu.  
Insgesamt kann man sagen, dass die Annahme bisheriger Publikationen (Inaba et al. 1992, 
Lutz et al. 1999, Marim et al. 2010), es handle sich bei adhärenten Zellen um Makrophagen, 
nicht bestätigt werden konnte. Anhand der vorliegenden Daten, muss man die adhärenten Zel-
len viel mehr als eine Mischpopulation betrachten, die sowohl den Charakter von CD11c+ 
dendritischen Zellen als auch von F4/80+ Makrophagen, aber vermutlich auch anderer Zellar-
ten, aufweisen. Genauere Aussagen ließen sich durch Verwendung weiterer Marker treffen, 
da auch eine unzureichende Spezifität der eingesetzten Antikörper nicht ausgeschlossen wer-
den kann. Weitere Informationen könnten auch erhalten werden, wenn die Zellen beispiels-
weise mit Hilfe eines Zellsorters getrennt und weiter untersucht würden. 
6.2 Einfluss von Mediumüberständen myeloider Zellen auf He-
patomzellen 
6.2.1 Zellvitalität 
Es ist bekannt, dass das Immunsystem bei einer Infektion u.a. mit Ausschüttung zytotoxischer 
Substanzen (Zytokine und Interferone) reagiert. Diese Reaktion ist wichtig, da dadurch infi-
zierte oder krankhaft veränderte Zellen kontrolliert eliminiert werden können, z.B. durch Ein-
leiten der Apoptose (Schütt, 2006). Deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit murine myeloi-
de Zellen nach einem 10-tägigen Differenzierungszeitraum in Gegenwart von GM-CSF für 48 
h mit dem Endotoxin gramnegativer Bakterien, Lipopolysaccharid (LPS, 0; 1 und 2 µg/ml) 
stimuliert, um so eine Abwehrreaktion hervorzurufen. Anschließend wurden Mediumübers-
tände stimulierter Zellen gesammelt und zunächst auf ihre Wirkung hinsichtlich der Zellvitali-
tät in drei Hepatomzelllinien mittels des Resazurinreduktionstests untersucht. Während Über-
stände unstimulierter myeloider Zellen keine Auswirkungen auf die Vitalität der Hepatomzel-
len zeigten, konnte durch Behandlung mit LPS-stimulierten Mediumüberständen in drei ana-
lysierten Zelllinien Hepa-1 (Maus), H4IIE (Ratte) und HepG2 (Mensch) ein statistisch hoch 
signifikanter Rückgang der Vitalität beobachtet werden. Zwischen den drei Spezies zeigten 
sich jedoch Unterschiede. Die Rattenhepatomzelllinie H4IIE erwies sich als die empfindlich-
ste. Hier sank die relative Vitalität bei 48 h-Inkubation mit unverdünnten LPS-
Mediumüberständen (2 µg/ml) auf unter 50 % bzw. auf rund 57 % bei Mediumüberständen 
nach 1 µg/ml LPS-Stimulation. Im Vergleich dazu waren die Maushepatomzelllinie Hepa-1 
und humane Hepatomzellen HepG2 weniger empfindlich und zeigten beide eine Zellvitalität 
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in einem ähnlichen Bereich von durchschnittlich 70-75 % nach 48 h-Behandlung mit unver-
dünnten LPS-stimulierten Überständen (1 und 2 µg/ml LPS). Insgesamt unterliegen die Daten 
relativ hohen Schwankungen. Dies könnte mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Tiere zu-
rückgeführt werden, aus denen die myeloiden Zellen isoliert wurden. Der Zustand von Ge-
sundheit, Immunsystem oder Stress kann von Tier zu Tier stark differieren, was sich auch auf 
die Eigenschaften von Knochenmarkzellen auswirken kann. 
Um zu untersuchen, ob die beobachtete Reduktion der Vitalität nicht von LPS selbst herrührt, 
wurde das Endotoxin in den Konzentrationen 1 und 2 µg/ml getestet. Dabei zeigte sich bei 
H4IIE und Hepa-1 eine leichte Verringerung der relativen Zellvitalität durch LPS, während in 
HepG2 kein Effekt beobachtet werden konnte (vgl. Kapitel 5.2.1, Abbildung 32). Nicht nur 
der geringere zytotoxische Einfluss von Mediumüberständen und LPS auf humane Hepatom-
zellen, sondern auch eine höhere Induzierbarkeit der CYP1A1-Aktivität (siehe Kapitel 6.2.2) 
machte die Zelllinie HepG2, verglichen mit den Hepatomzellen anderer Spezies, zu einem 
geeigneteren Modell für weiterführende Untersuchungen. Der Unterschied der Spezies sollte 
hierbei jedoch nicht vernachlässigt werden. Zusätzliche Analysen mit Überständen dendriti-
scher Zellen humanen Ursprungs und deren Einfluss auf HepG2, um den Effekt nur einer 
Spezies zu analysieren, wäre in diesem Zusammenhang hilfreich. 
Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass der festgestellte Effekt reduzierter Vitalität in 
Hepatomzellen nur von Mediumüberständen ausdifferenzierter und LPS-stimulierter Kno-
chenmarkzellen herrührt. Denn wurden murine Knochenmarkzellen direkt nach ihrer Isolie-
rung für 48 h mit LPS behandelt und Mediumüberstände gewonnen, hatten diese keine Aus-
wirkungen auf die Vitalität humaner Hepatomzellen. Diese Befunde legen nahe, dass ausdif-
ferenzierte myeloide Immunzellen (Makrophagen / dendritische Zellen) durch Aktivierung 
mit Lipopolysacchariden, Substanzen sezernieren, welche die Vitalität von Hepatomzellen 
vermindern. Hinsichtlich der Wirkung von Mediumüberständen stimulierter, primärer Im-
munzellen auf die Vitalität gibt es nur wenige vergleichbare Untersuchungen in der Literatur. 
So hatten beispielsweise Mediumüberstände LPS-stimulierter Makrophagen-Zelllinien keinen 
Effekt auf die Vitalität muriner Hepatomzellen (Paton et al. 1998; Jeong et al. 2001). Interes-
santerweise hatten Mediumüberstände stimulierter myeloider Zellen keine Auswirkungen auf 
die Vitalität von primären Rattenhepatozyten (Anhang, Abbildung 96). Dies könnte unter an-
derem damit zusammenhängen, dass primäre Hepatozyten im Gegensatz zu Hepatomzellli-
nien nicht proliferieren. So könnten die sezernierten Substanzen eventuell in den Zellzyklus 
eingreifen und so eine eher zytostatische als eine zytotoxische oder zytolytische Wirkung ha-
ben. Anhand des verwendeten Resazurinreduktionstests kann hierbei zwischen einer zytotoxi-
schen und zytostatischen Wirkung nicht unterschiedenen werden. Deshalb sind weitere Unter-
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suchungen notwendig, um bezüglich des beobachteten Effekts auf die Vitalität in Hepatom-
zellen eine genauere Aussage treffen zu können. 
In zahlreichen Publikationen wird die Sekretion von verschiedenen Zytokinen durch Immun-
zellen beschrieben und mit zytotoxischen Eigenschaften gegenüber anderen Zellen in vitro 
wie z.B. Oligodendrozyten oder Hepatozyten in Verbindung gebracht. Unter den sezernierten 
Substanzen befinden sich TNF-α, diverse Interleukine sowie andere Proteine wie z.B. Interfe-
ron-γ oder macrophage inflammatory protein α/β (MIPα/β) (Price et al. 1999; Jones et al. 
2000; Jurewicz et al. 2005; Miller et al. 2013; Tatro et al. 2014). Einige Zytokine scheinen 
sogar vielversprechende Wirkstoffe bei der Behandlung von Krebs zu sein. In aktuellen Stu-
dien wird der Einsatz von Zytokinen, insbesondere IL-2 und IFN-γ, bei verschiedenen Krebs-
arten untersucht (Lode et al. 1998; Johnson et al. 2008; Ronca et al. 2009). Um den in der 
vorliegenden Arbeit beobachteten, vitalitätsreduzierenden Effekt der Mediumüberstände LPS-
stimulierter muriner myeloider Zellen weiter zu untersuchen, wurden die inflammatorischen 
Zytokine – IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α – in Mediumüberständen myeloider Zellen mittels 
ELISA quantifiziert. Ohne LPS-Stimulation waren die Gehalte der genannten Zytokine im 
Medium ausdifferenzierter myeloider Zellen nur gering. Die Interleukine IL-1α, IL-1β und 
IL-6 lagen mit durchschnittlich 5-7 pg/ml im gleichen Bereich. Den größten Gehalt wies hier-
bei mit durchschnittlich 117 pg/ml das Zytokin TNF-α auf (Tabelle 39). Ganz anders sahen 
die Gehalte der Zytokine im Medium aus, wenn die Zellen für 48 h mit 1 µg/ml LPS stimu-
liert wurden. Bei jedem der vier Zytokine stieg die Konzentration statistisch höchst signifikant 
an. Den geringsten Gehalt nach LPS-Behandlung wies mit durchschnittlich 434 pg/ml IL-1β 
auf, gefolgt von IL-1α und TNF-α mit 2661 pg/ml und 4066 pg/ml. Der höchste Gehalt ist mit 
6290 pg/ml bei IL-6 zu verzeichnen. Dies entspricht einer über 1000-fachen Steigerung ver-
glichen mit dem Gehalt ohne eine LPS-Behandlung (Tabelle 39). 
 
Tabelle 39: Zytokin-Gehalte in Mediumüberständen muriner myeloider Zellen mit und ohne 48 h LPS-
Stimulation, n≥3. 
Zytokin 
Gehalt [pg/ml] 
Ohne LPS-Stimulation Mit LPS-Stimulation (1 µg/ml) 
IL-1α 4,9 ± 1,3 2661 ± 175 
IL-6 6,1 ± 1,2 6290 ± 198 
IL-1β 7,1 ± 4,2 434 ± 129 
TNF-α 117,5 ± 20,5 4066 ± 377 
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Ähnliche Ergebnisse finden sich auch in der Literatur. So ermittelten Xu et al. in Mediumü-
berständen der murinen Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 ohne LPS-Stimulation nur gerin-
ge Gehalte an IL-1β, IL-6 und TNF-α, wobei TNF-α mit ca. 200 pg/ml auch hier das Zytokin 
mit der höchsten Konzentration darstellt. Nach 24 h-Inkubation mit 1 µg/ml LPS stiegen die 
Gehalte signifikant an und ergaben für IL-1β ca. 500 pg/ml, für IL-6 ca. 1800 pg/ml und die 
höchste Konzentration für TNF-α mit ca. 3500 pg/ml (Xu et al. 2014). Für IL-1α fanden Car-
mi et al. in Mediumüberständen muriner peritonealer Makrophagen ohne eine Aktivierung 
eine Gehalt von 91 pg/ml. Nach 24 h Behandlung mit 1 µg/ml LPS stieg der IL-1α-Gehalt auf 
durchschnittlich 310 pg/ml (Carmi et al. 2009). Andere Autoren berichten auch von erhöhter 
Zytokin-Ausschüttung durch LPS-Stimulation dendritischer Zellen (Verhasselt et al. 1997; 
Labeur et al. 1999). Nach 24 h-Behandlung muriner dendritischer Zellen aus dem Knochen-
mark mit LPS werden Konzentrationen von 1000 pg/ml für IL-1β und 1800 pg/ml für TNF-α 
detektiert (Labeur et al. 1999). Insgesamt weisen Zytokin-Gehalte anderer Forschungsgrup-
pen jedoch überwiegend eine deutlich niedrigere Konzentration auf, verglichen mit den Ge-
halten der vorliegenden Arbeit. Dies ist möglicherweise auf die kürzere Dauer der LPS-
Behandlung zurückzuführen. Die LPS-vermittelte Zytokin-Ausschüttung in Immunzellen er-
folgt über einen Toll-like-Rezeptor-abhängigen Signalweg (Kaisho et al. 2001; Lucas et al. 
2003; Shi et al. 2006). Dieser ist in der nachfolgenden Abbildung 89 schematisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 89: TLR-abhängige, LPS-vermittelte Zytokin-Induktion in Immunzellen(schematisch) (nach 
Kaisho et al. 2001). IκB=Inhibitor of kappa B; IRAK=IL-1-receptor-associated kinase; LBP= LPS bind-
ing protein; LPS=Lipopolysaccharide; NFκB=Nuclear Factor kappa B; TIR=Toll/IL-1 Receptor; 
TLR4=Toll-like-Receptor 4; TRAF=Tumor necrosis factor receptor- associated factor. 
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Das Endotoxin LPS interagiert mit dem LPS-bindenden Protein (LBP) und bindet dann an 
den Toll-like-Rezeptor auf der Zellmembran. Es kommt zur Aktivierung des myeloid diffe-
rentiation factor MyD88. Dies setzt eine Signalkaskade in Gang, durch welche über mehrere 
Schritte der Transkriptionsfaktor NFκB aktiviert wird und letztendlich zur Expression pro-
inflammatorischer Zytokine führt (Aderem et al. 2000; Kaisho et al. 2001; Lucas et al. 2003; 
Shi et al. 2006). Bei LPS-Behandlung wird als erstes TNF-α produziert. Dieses stimuliert die 
weitere Produktion von sich selbst sowie von IL-1. TNF-α und IL-1 stimulieren dann zusam-
men die Freisetzung von IL-6 und weiteren Zytokinen (Morgan, 1997). 
Nach Quantifizierung der vier Zytokine IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α in Mediumüberständen 
myeloider Zellen, wurden rekombinante Zytokine in den ermittelten Konzentrationen sowie 
den Verdünnungen 1:10, 1:5 und 1:2 für 48 h in HepG2-Zellen hinsichtlich der Vitalität getes-
tet. IL-6 und TNF-α hatten nach 48 h keinen Einfluss auf die Vitalität von HepG2. IL-1α zeig-
te einen geringen Effekt auf die Vitalität. Diese lag relativ konstant um 90 % und wies keine 
Konzentrationsabhängigkeit auf. Lediglich IL-1β zeigte in der humanen Hepatomzelllinie 
nach 48 h Inkubation eine leichte, konzentrationsabhängige Reduktion der Vitalität. In der 
höchsten Konzentration des IL-1β von 450 pg/ml betrug die Vitalität 89,5 ± 4,6 %. Der Effekt 
fällt dabei etwas schwächer aus als bei 48-stündigen Inkubation mit Mediumüberständen 
LPS-stimulierter myeloider Zellen (75,3 ± 10,2 %). Auch nach 48 h-Co-Inkubation von 
HepG2 mit allen vier Zytokinen als Mischung sank die Vitalität der humanen Hepatomzellen 
in den höchsten verwendeten Konzentrationen nur geringfügig auf 94,2 ± 3,0 %. Daraus kann 
geschlussfolgert werden, dass der beobachtete Rückgang der Vitalität in HepG2 nach Behand-
lung mit Mediumüberständen LPS-stimulierter myeloider Zellen nur zu einem geringen Teil 
auf den Zytokinen IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α basiert. 
Ein Vergleich mit der Literatur zeigt, dass in zahlreichen Studien vor allem TNF-α mit Hepa-
totoxizität in Verbindung gebracht wird. Durch Bindung des TNF-α an den TNF-Rezeptor 
wird dessen „Todes-Domäne“ aktiviert und eine Signalkaskade ausgelöst, die in einigen Zwi-
schenschritten zur Aktivierung von Fas und Caspase 8 und letztendlich zum Zelltod (Apopto-
se) führt (Bradham et al. 1998; Jones et al. 2000; Ding et al. 2004). HepG2 hingegen sind 
resistent gegenüber der zytotoxischen Wirkung von TNF-α, da HepG2 endogenes und exoge-
nes Alpha-Fetoprotein (AFP) besitzen, welches protektiv gegenüber TNF-α wirkt (Semenko-
va et al. 1997). Dies würde den ausbleibenden Effekt des TNF-α auf die Vitalität der huma-
nen Hepatomzelllinie erklären. Man darf aber auch nicht vernachlässigen, dass es sich bei den 
getesteten Zytokinen um murine Proteine handelt, während HepG2 eine humane Zelllinie ist, 
sodass die Wirkungen unterschiedlich ausfallen können. Beispielsweise liegt das humane 
TNF-α im Gegensatz zum TNF-α im Nager nicht glykosyliert vor (Olszewski et al. 2007). 
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Über eine direkte negative Wirkung des IL-1 auf die Vitalität von Hepatozyten gibt die Lite-
ratur nur wenig bzw. keinen Aufschluss. Es ist aber belegt, dass IL-1α in der Leber prokarzi-
nogen wirkt: nekrotische, murine aber auch humane Hepatozyten setzen hohe Mengen des 
proinflammatorischen Zytokins IL-1α frei, welches wiederum Kupffer‘sche Zellen (Makro-
phagen des Lebergewebes) zur Produktion von IL-6 aktiviert. Dies führt zur kompensatori-
schen Proliferation der Hepatozyten und zu Hepatokarzinogenese (Chen et al. 2007a; Naugler 
et al. 2007; Sakurai et al. 2008). Während IL-1α aus nekrotischen Hepatozyten tumorpromo-
vierend wirkt, wurde für IL-1β ein antitumoraler/tumortoxischer Effekt beschrieben. So zeig-
ten z.B. Lachmann et al. einen zytotoxischen Effekt des von stimulierten Monozyten sezer-
nierten IL-1β auf die Melanomzelllinie A375 (Lachmann et al. 1986). Ellman et al. fanden 
bei Inkubation von Ratten-Ovarialzellen mit IL-1β einen zeitabhängigen zytotoxischen Effekt. 
Nach 48 h sank die Vitalität der Zellen um ca. 5 % und nach 100 h um über 60 % (Ellman et 
al. 1993). Ähnliche zytotoxische Wirkung des IL-1 stellten auch weitere Arbeitsgruppen in 
verschiedenen Zelllinien fest, darunter humane myeloide Tumorzelllinie K562, murine T-
Lymphomzellen oder humane Thyreozyten (Lovett et al. 1986; van den Hove et al. 2002).  
Das Interleukin 6 (IL-6) ist ein Zytokin mit unterschiedlichen Funktionen. Neben seiner urs-
prünglich entdeckten Funktion als Faktor für Differenzierung und Reifung von B-Zellen zu 
Antikörper-produzierenden Zellen, spielt es eine wichtige Rolle bei vielen anderen Prozessen, 
darunter Makrophagen-Differenzierung, T-Zell-Proliferation, Akute-Phase-Proteinsynthese in 
der Leber oder neurale Entwicklung (Gauldie et al. 1987; Kishimoto et al. 1989-1995). Über 
eine zytotoxische Wirkung des Polypeptid-Interleukins gibt es in der Literatur keine Belege, 
was auch mit den Befunden dieser Arbeit korreliert. Es ist aber beschrieben, dass das IL-6 mit 
anderen Zytokinen interagiert und diese auch reguliert. So scheint es als Rückkopplung für 
TNF-α und IL-1β zu fungieren: durch LPS-Stimulation werden primär vermehrt TNF-α und 
IL-1β sezerniert, wodurch die IL-6-Produktion induziert wird, welche die Ausschüttung der 
zytotoxischen Zytokine (TNF-α und IL-1β) wiederum hemmt und herunter reguliert (Shalaby 
et al. 1989; Schindler et al. 1990; Morgan, 1997; Jones, 2005). Dies könnte eine Erklärung für 
den extrem hohen Level an IL-6 in Mediumüberständen LPS-stimulierter muriner myeloider 
Zellen in der vorliegenden Arbeit sein. 
Ein weiterer vielseitiger Mediator biologischer, insbesondere auch immunologischer Prozesse 
neben den Zytokinen ist Stickoxid (NO). Dieses wird bei Infektionen bzw. in vitro durch Be-
handlung mit LPS, im Zuge enzymatischer Arginin-Umwandlung vermehrt gebildet und wirkt 
unter anderem antimikrobiell (Bogdan, 2001). In Lösung oxidiert NO rasch zum Nitrit, wel-
ches in biochemischen Assays – wie z.B. dem Griess-Assay – nachgewiesen und quantifiziert 
werden kann (MacMicking et al. 1997). Ohne LPS-Stimulation wurde im Medium myeloider 
Zellen nach zwölf-tägiger Kultivierung eine Nitrit-Konzentration von 8,8 ± 1,9 µM gefunden. 
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Diese stieg bei 48-stündiger Inkubation mit 1 µg/ml LPS signifikant auf 76,1 ± 8,5 µM (siehe 
Kapitel 5.4.1). Die ermittelten Gehalte liegen im gleichen Konzentrationsbereich verglichen 
mit der Literatur: ohne LPS-Stimulation ist in Mediumüberständen peritonealer, alveolarer 
oder Knochenmark-Makrophagen nur wenig NO vorhanden (unter 10 µM). Durch Stimulati-
on mit LPS steigt die NO-Konzentration signifikant an und liegt im Bereich von 80-120 µM 
(Chinen et al. 1999; Li et al. 2002; Peron et al. 2007). Auf Grund der schnellen Oxidation zu 
stabilen Nitrit/Nitrat-Anionen ist die Analyse der Wirkung von NO schwierig. Stuehr et al. 
dokumentierten, dass Nitrit selbst weder eine zytotoxische noch zytostatische Wirkung auf die 
Leukämie-Zelllinie L1210 hatte. Erst bei Reduktion des pH-Werts auf 6 konnte eine Vitalität 
von 77-90 % beobachtet werden (Stuehr et al. 1989). Vielmehr scheint Stickoxid als ein wich-
tiger Vermittler bei der Zytokin-induzierten Zytotoxizität (insbesondere IL-1) involviert zu 
sein (Ellman et al. 1993, van den Hove et al. 2002). 
Zur Vollständigkeit hinsichtlich weiterführender Untersuchungen der CYP1A1-Aktivität, 
wurde auch die Vitalität der HepG2-Zellen nach 48 h-Behandlung mit Mediumüberständen 
muriner Zellen zusammen mit TCDD (1 nM) untersucht. TCDD hatte bei der eingesetzten 
Konzentration von 10-9 M keinen Einfluss auf die Vitalität der humanen Hepatomzellen. Bei 
simultaner Behandlung der Zellen mit TCDD und Mediumüberständen LPS-stimulierter mye-
loider Zellen sank die Vitalität wie bereits zuvor beobachtet ab, jedoch geschah dies in einem 
stärkeren Ausmaß als ohne Anwesenheit von TCDD. Der statistische Vergleich zeigte eine 
signifikante bzw. hoch signifikante Differenz zwischen den beiden Behandlungen bei der 
Verdünnung 1:2 und unverdünnten Mediumüberständen (vgl. Abbildung 39). Weiterhin wur-
de die Vitalität von HepG2 nach 48 h Co-Inkubation der vier inflammatorischen Zytokine 
(IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α) mit 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD, 10-9 M) 
untersucht. Kein Unterschied war feststellbar bei simultaner Behandlung der humanen Hepa-
tomzellen mit TCDD und IL-1α bzw. IL-6. Für TNF-α ergab sich zwar mathematisch eine 
signifikant niedrigere Vitalität durch Co-Inkubation mit dem Dioxin, aber die Werte lagen 
durchschnittlich bei über 97 % was auf keine biologisch signifikante Wirkung schließen lässt. 
Nur bei IL-1β war in der höchsten untersuchten Konzentration von 450 pg/ml zusammen mit 
TCDD (10-9 M) eine signifikant niedrigere Vitalität zu verzeichnen. Diese sank durch Co-
Inkubation mit TCDD statistisch hoch signifikant um durchschnittlich 17 %, verglichen mit 
Behandlung ohne TCDD. Dies deutet darauf hin, dass der Rückgang der Vitalität bei Co-
Inkubation der Mediumüberstände mit TCDD unter anderem auf das von myeloiden Zellen 
sezernierte IL-1β zurückzuführen ist. TCDD scheint die zytotoxische Wirkung von Mediu-
müberständen LPS-stimulierter myeloider Zellen zu verstärken. Es ist belegt, dass TCDD in 
HepG2 neben CYP1A1 eine Reihe verschiedener weiterer Gene signifikant induziert, unter 
anderem auch TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 oder NO-Synthase iNOS (DiNatale et al. 2010; Li et 
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al. 2010b). Zusammen mit den in Mediumüberständen bereits enthaltenen, sezernierten Zyto-
kinen, könnte dies zur weiteren Senkung der Viabilität führen. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der beobachtete vitalitätsreduzierende Effekt von 
Mediumüberständen LPS-stimulierter myeloider Zellen auf Hepatomzellen nur teilweise auf 
die untersuchten Zytokine zurückzuführen ist. Da nach Stimulation mit LPS neben den vier 
untersuchten (IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α), zusätzlich noch andere Zytokine ausgeschüttet 
werden, die eine vitalitätssenkende Wirkung auf Hepatomzellen ausüben könnten, wie z.B. 
IL-2 oder IFN-γ, sollten in Zukunft weitere Zytokine bestimmt und auf ihre Wirkung unter-
sucht werden. Es ist nicht auszuschließen, dass neben Zytokinen auch niedermolekulare Ver-
bindungen sezerniert wurden, die sich negativ auf die Vitalität von Hepatomzellen auswirken. 
Diese Annahme geht auch aus der Beobachtung hervor, dass LPS-stimulierte Mediumübers-
tände nach einer Hitzeinaktivierung für 30 min bei 95°C keinen Verlust der zytotoxischen 
Aktivität aufwiesen (Anhang, Abbildung 97). Für TNF-α sowie IL-1 ist bei ähnlichen Tempe-
ratur-Bedingungen eine fast vollständige Inaktivierung (über 90 %) beschrieben (Opp et al. 
1995; Dekaris et al. 1999; Gao et al. 2006). Bezüglich niedermolekularer Verbindungen be-
schreiben beispielsweise Masuda et al. eine erhöhte Histamin-Produktion in murinen Perito-
nealmakrophagen nach Behandlung mit LPS (Masuda et al. 2011). Histamin wiederum zeigte 
in der humanen Hepatomzelllinie HuH-6 eine wachstumsreduzierende Wirkung (Lampiasi et 
al. 2007). Die simultane Behandlung der HepG2-Zellen mit Mediumüberständen LPS-
stimulierter myeloider Zellen und TCDD führte zur signifikanten Reduktion der Vitalität. Es 
stellte sich heraus, dass unter anderem IL-1β am weiteren Vitalitätsverlust beteiligt ist. Eine 
Beteiligung weiterer Verbindungen ist hierbei nicht auszuschließen. 
6.2.2 CYP1A1-Aktivierung 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob Zellen des Immunsystems nach Simu-
lation einer Infektion durch Behandlung mit dem Endotoxin gramnegativer Bakterien (LPS), 
Verbindungen sezernieren, welche im Zusammenhang mit dem AhR-Signalweg eine Rolle 
spielen und eventuell mehr Aufschluss über die physiologische Rolle des AhR bzw. über ei-
nen endogenen Liganden des Rezeptors geben. 
In Voruntersuchungen konnte bei einem Vergleich von Hepatomzelllinien dreier Spezies – 
Mensch, Maus und Ratte – gezeigt werden, dass die humanen HepG2-Zellen am sensitivsten 
gegenüber einer Aktivierung des Ah-Rezeptors durch seinen exogenen Liganden TCDD rea-
gieren (vgl. Abbildung 34). Nach Inkubation mit 1 nM TCDD für 48 h zeigten sie die höchste 
CYP1A1-Aktivität im EROD-Assay und erwiesen sich als am besten geeignet, auch einen 
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geringen Effekt auf die CYP1A1-Aktivität detektieren zu können. Deshalb wurden Mediumü-
berstände ausdifferenzierter muriner myeloider Zellen mit und ohne LPS-Stimulation auf ihr 
Vermögen die CYP1A1-Aktivität zu beeinflussen in HepG2-Zellen untersucht. Eine 48 h-
Behandlung von HepG2-Zellen mit Mediumüberständen LPS-stimulierter myeloider Zellen 
führte zu einer Erhöhung der CYP1A1-Aktivität im EROD-Assay. Die Aktivität betrug 
durchschnittlich 2,6 ± 0,7 pmol/mg/min, was zwar verglichen mit TCDD nicht sehr hoch ist, 
jedoch in Bezug auf die EROD-Aktivität des Mediums als Negativkontrolle (0,8 ± 0,1 
pmol/mg/min) ergab sich eine statistische Signifikanz. Mediumüberstände nicht stimulierter 
Zellen führten zu keiner erhöhten EROD-Aktivität, diese lag mit 0,9 ± 0,2 pmol/mg/min im 
Bereich der Negativkontrolle. Die Positivkontrolle TCDD (10-9 M) bewirkte nach 48 h Inku-
bation in humanen Hepatomzellen eine statistisch höchst signifikant erhöhte EROD-Aktivität 
von durchschnittlich 287 ± 18 pmol/mg/min. Diese ermittelte EROD-Aktivität für TCDD (1 
nM) in HepG2-Zellen korreliert auch mit den Daten in der Literatur (Korashy et al. 2008; 
Chang et al. 2009; Lohr, Dissertation 2013).  
In primären Rattenhepatozyten, sowie in Hepatomzellen H4IIE oder Hepa-1 konnte keine 
Induktion der EROD-Aktivität durch Behandlung mit Mediumüberständen LPS-stimulierter 
myeloider Zellen beobachtet werden (siehe Anhang, Abbildung 98 - Abbildung 100). Eine 
Erklärung für diesen Befund könnte sein, dass die Kapazität zur Hochregulation von Cyp1a1 
in diesen Zellen, verglichen mit HepG2, schwächer ist. Dies macht sich auch in der EROD-
Aktivität der Positivkontrolle TCDD (1 nM) bemerkbar. Diese ist mit durchschnittlich 32,7 ± 
6,4  pmol/mg/min für primäre Rattenhepatozyten, 71,4 ± 20,1  pmol/mg/min für Hepa-1 und 
107,3 ± 21,6 pmol/mg/min für H4IIE, deutlich geringer als die in HepG2 erreichte CYP1A1-
Enzymaktivität von 287 ± 18 pmol/mg/min. Diese Ergebnisse korrelieren mit den EROD-
Aktivitäten in der Literatur. Auch Sonneveld et al. beobachteten in HepG2 viel höhere 
EROD-Aktivitäten als in vergleichbaren Nager-Modellen H4IIE oder Hepa-1 (Sonneveld et 
al. 2007). Eine Erklärung dazu liefert die Tatsache, dass sich die DRE-Regionen der unter-
schiedlichen Spezies unterscheiden und so zu unterschiedlichen Expressionen nach Dioxin-
Exposition führen (Bank et al. 1992). Eine andere Möglichkeit diese Spezies-spezifischen 
Unterschiede zu erklären, wäre die unterschiedliche metabolische Aktivität der Zellen, unter 
der Annahme, dass myeloide Zellen eine Substanz sezernieren, die nicht als direkter AhR-
Ligand wirkt, sondern erst durch Umwandlung zum aktiven Liganden wird. Solche Differen-
zen wurden beispielsweise auch beim Arzneistoff Omeprazol festgestellt. Dieses induziert 
CYP1A1 in humanen Hepatozyten sowie HepG2-Zellen jedoch nicht in Maushepatozyten 
oder Hepa-1-Zellen. Es wird vermutet, dass humane Zellen im Gegensatz zu Mauszellen ei-
nen aktivierenden Faktor besitzen müssen, welcher Omeprazol umwandelt und so zur Akti-
vierung von Cyp1a1 führt (Kikuchi et al. 1996; Dzeletovic et al. 1997). 
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Zur Untersuchung, ob die beobachtete gesteigerte EROD-Aktivität in humanen Hepatomzel-
len durch Mediumüberstände myeloider Zellen AhR-abhängig ist, wurden die Zellen vor der 
Exposition mit den Überständen oder TCDD für 4 h mit dem potenten und selektiven AhR-
Antagonisten CH223191 (1 µM und 10 µM) behandelt. Es zeigte sich, dass die durch Me-
diumüberstände stimulierter myeloider Zellen verursachte EROD-Aktivität nur teilweise 
AhR-abhängig ist. Nach Vorbehandlung mit dem Antagonisten (1µM) und anschließender 
Inkubation mit den Überständen konnte immer noch eine knapp 24 %ige EROD-Aktivität 
(bezogen auf die maximale Aktivität ohne Antagonisten) detektiert werden. Auch durch Er-
höhung der Konzentration des Antagonisten auf 10 µM konnte die EROD-Aktivität nicht wei-
ter gesenkt werden, diese betrug immer noch 42 %, während bei der TCDD-Kontrolle mit nur 
1,7 % der ursprünglichen EROD-Aktivität eine hoch signifikante Hemmung zu beobachten 
war. CH223191 inhibiert kompetitiv die Bindung von TCDD an den AhR und/oder die AhR-
vermittelte Signaltransduktion, darunter die Expression u.a. der Cytochrom P450 Enzyme 
(Kim et al. 2006). Weiterhin wirkt CH223191 stark Liganden-selektiv. So inhibiert es die 
Bindung/Aktivierung des AhR vorzugsweise von AhR-Agonisten wie TCDD und verwandten 
halogenierten aromatischen Kohlenwasserstoffen, jedoch nicht von anderen AhR-Agonisten 
wie PAKs, Flavonoiden oder Indirubin (Zhao et al. 2010). In Anbetracht dieser Tatsache kann 
man annehmen, dass die durch konditioniertes Medium myeloider Zellen verursachte 
CYP1A1 Aktivierung zumindest teilweise AhR-vermittelt abläuft. Bezüglich der Struktur 
des/der sezernierten und CYP1A1-aktivierenden Stoffe lässt sich daraus nur wenig ableiten, 
man könnte z.B. eine teilweise Flavonoid- oder Indirubin-ähnliche Struktur vermuten, jedoch 
sind weitere aufklärende Untersuchungen erforderlich. 
Die im EROD-Assay festgestellte CYP1A1-Induktion konnte auch auf Transkriptionsebene 
bestätigt werden. Nach 48-stündiger Inkubation humaner Hepatomzellen mit Mediumübers-
tänden LPS-stimulierter myeloider Zellen wurde mittels quantitativer RT-PCR ein konzentra-
tionsabhängiger Anstieg der CYP1A1 mRNA-Expression festgestellt. Unverdünntes konditio-
niertes Medium myeloider Zellen führte in HepG2-Zellen zu statistisch hoch signifikanten, 
rund 11-fach höheren CYP1A1-Expression bezogen auf die Negativkontrolle Medium, wäh-
rend durch Behandlung mit TCDD die relative CYP1A1-Expression durchschnittlich auf 94 ± 
28-fach anstieg, bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO. Auf Protein-Ebene im Wes-
tern Blot konnte nach Inkubation der HepG2-Zellen mit stimulierten murinen Mediumübers-
tänden kein CYP1A1-Protein detektiert werden, nur die Positivkontrolle TCDD (1 nM) zeigte 
eine charakteristische Bande bei 52 kDa (Verena Ziegler, Masterarbeit 2013, TU Kaiserslau-
tern, AG Prof. Dr. Dr. D. Schrenk). Es ist hierbei zu beachten, dass der Western Blot ein se-
mi-quantitative Methode ist und weitaus weniger sensitiv als der EROD-Assay in vitalen Zel-
len, weshalb auch der EROD-Assay hinsichtlich geringer CYP1A1-Aktivität ein besseres De-
tektionssystem darstellt. 
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Bezüglich der CYP1A1-Induktion im EROD-Assay oder auf Transkriptionsebene durch Me-
dium stimulierter myeloider Zellen finden sich in der Literatur keine entsprechenden Untersu-
chungen, weshalb die Daten dahingehend nicht verglichen werden können. Dagegen wurde 
die Beobachtung gemacht, dass durch Co-Inkubation LPS-konditionierter Medien myeloider 
Zellen und TCDD (1 nM) in Hepatomzellen die CYP1A1-Aktivität konzentrationsabhängig 
supprimiert wird. So wurde die TCDD-induzierte EROD-Aktivität in HepG2-Zellen durch 48-
stündige Co-Inkubation mit unverdünnten LPS-stimulierten myeloiden Mediumüberständen 
hoch signifikant um 66 % gehemmt, bezogen auf die TCDD-Kontrolle. Dieser Effekt zeigte 
sich auch auf mRNA-Ebene, jedoch in einer weitaus geringeren Ausprägung. Hierbei verrin-
gerte sich die CYP1A1 mRNA-Expression um rund 13 %. Diese Ergebnisse korrelieren mit 
den Befunden anderer Arbeitsgruppen. So beobachteten Paton et al. ebenfalls eine signifikan-
te Reduktion der TCDD-induzierten EROD-Aktivität um ca. 35 % durch Co-Inkubation mu-
riner Hepatomzellen Hepa-1 mit Mediumüberständen LPS-stimulierter Makrophagenzelllinie 
IC-21 (Paton et al. 1998). Auch Jeong beschreibt eine signifikante Verringerung der Cyp1a1-
Induktion im EROD-Assay (ca. 50 %) als auch auf mRNA-Ebene durch Behandlung von He-
pa-1-Zellen mit Mediumüberständen Mitogen-aktivierter RAW 264.7 Makrophagen (Jeong, 
2001). Beide Quellen machen die von Makrophagen ausgeschütteten Zytokine (TNF-α, IL-6) 
für den suppressiven Einfluss auf das Cytochrom P450 1A1 verantwortlich. Deshalb wurden 
in der vorliegenden Arbeit die in Mediumüberständen LPS-stimulierter muriner myeloider 
Zellen quantifizierten Zytokine IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α auf ihre Fähigkeit die 
CYP1A1-Induktion zu beeinflussen im EROD-Assay analysiert.  
Nach 48-stündiger Inkubation hatte keines der vier Zytokine einen induzierenden Effekt auf 
die EROD-Aktivität in HepG2-Zellen. Erst bei simultaner Behandlung mit TCDD zeigte sich 
die Wirkung der Zytokine. Jedes der vier Zytokine supprimierte konzentrationsabhängig die 
TCDD-induzierte CYP1A1-Aktivität. Die Intensität der Zytokin-vermittelten Suppression bei 
den höchsten eingesetzten Konzentration variierte für jedes der einzelnen Zytokine und kann 
wie folgt aufgestellt werden: mit einer Verringerung der CYP1A1-Aktivität um rund 9 % hat-
te TNF-α die geringste suppressive Wirkung, gefolgt von IL-1β und IL-1α mit 20 % bzw. 24 
%. Die höchste EROD-Suppression um rund 34 % konnte durch 48 h-Inkubation der HepG2-
Zellen mit TCDD und IL-6 erreicht werden. Die Hemmung TCDD-induzierter EROD-
Aktivität betrug 43 %, wenn die vier Zytokine als Mischung auf die Hepatomzellen gegeben 
wurden, war aber dennoch geringer als die Suppression durch Mediumüberstände LPS-
stimulierter myeloider Zellen (66 %). 
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könnten. So ist in der Literatur beispielsweise auch die EROD-inhibierende Wirkung von IL-2 
und IFN-γ beschrieben (Calleja et al. 1997).  
Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnisse zur Hemmung TCDD-induzierter 
EROD-Aktivität korrelieren mit den in der Literatur beschriebenen Befunden. Zahlreiche Stu-
dien bestätigen den suppressiven Effekt dieser am weitesten untersuchten Zytokine der Akute-
Phase-Reaktion – IL-1, IL-6 und TNF-α – auf die TCDD-induzierte CYP1A1-Aktivität. Das 
Ausmaß der CYP1A1-Suppression differiert dabei abhängig von der eingesetzten Konzentra-
tion der Zytokine, der Inkubationszeit sowie dem verwendeten Zell- und Testsystem (Barker 
et al. 1992; Fukuda et al. 1994; Clark et al. 1995; Calleja et al. 1997; Paton et al. 1998; Bleau 
et al. 2000; Jeong, 2001; Bleau et al. 2003). Der suppressive Einfluss der Zytokine gilt jedoch 
nicht allein CYP1A1, auch die Aktivitäten anderer CYP-Enzyme sind nachweislich betroffen. 
IL-1, IL-6 und TNF-α hemmen unter anderem signifikant die Expression von CYP1A2, 
CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2E1, CYP3A (Abdel-Razzak et al. 1993; Muntané-Relat et al. 
1995; Morgan, 1997; Siewert et al. 2000; Bleau et al. 2003). Einige Studien machen neben 
Zytokinen auch LPS für die CYP1A1-inhibierende Wirkung verantwortlich (Ke et al. 2001; 
Gharavi et al. 2005). Dieser Effekt konnte in der vorliegenden Arbeit nicht festgestellt wer-
den. In HepG2-Zellen hatte LPS keine Auswirkung auf die TCDD-induzierte CYP1A1-
Aktivität im EROD-Assay (vgl. Abbildung 41: Einfluss von LPS auf EROD-Aktivität. Abbil-
dung 41). 
Welcher Mechanismus nun der CYP-Suppression zugrunde liegt, ist nicht genau geklärt und 
diverse Hypothesen, angepasst an die jeweiligen CYPs, werden in der Literatur diskutiert. 
Einen guten Überblick dazu bieten die Reviews von Morgan (Morgan, 1997; Morgan, 2000). 
Für die Runterregulation von CYP1A1 durch Zytokine existieren Vorschläge über verschie-
dene, vor allem prätranslationale Mechanismen: eine Möglichkeit ist die Interaktion des AhR 
und NF-κB auf Transkriptionsebene. Es ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor NF-κB 
durch Zytokine (insbesondere TNF-α) aktiviert wird. Ke et al. sowie Tian et al. schlagen vor, 
dass die transkriptionsaktive NF-κB-Untereinheit RelA mit dem Ah-Rezeptor assoziiert und 
so zu seiner Repression führt, was die verminderte Expression des CYP1A1 erklärt (Tian et al. 
1999; Ke et al. 2001). Die Arbeitsgruppe Morel et al. vermutet, dass TNF-α die CYP1A1-
Expression durch einen Redox-Mechanismus runterreguliert (Morel et al. 1998). Diese An-
nahme basiert darauf, dass TNF-α in Zellen zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 
führt (Schulze-Osthoff et al. 1993; Krieger-Brauer et al. 1995). Diese oxidativen Stimuli mo-
dulieren die Bindung des Nuclear Factor-1 (NF-1) an die Promoterregion des CYP1A1-Gens 
was zur Repression des CYP1A1 führt (Morel et al. 1998).   
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Auch das von Makrophagen produzierte Stickoxid (NO) zeigte in Studien sein inhibitorisches 
Potential gegenüber CYP1A1. Es wird angenommen, dass NO an die Häm-Region des Cy-
tochrom P450 bindet und so das Enzym inaktiviert (Stadler et al. 1994; Carlson et al. 1996; 
Khatsenko et al. 1997; Jeong, 2001). Die Mitwirkung des NO aus Mediumüberständen mye-
loider Zellen kann in diesem Fall ausgeschlossen werden, da zwischen der Ernte der Mediu-
müberstände und deren Inkubation in Hepatomzellen eine Zeitspanne von mindestens mehre-
ren Stunden lag. Als freies Radikal zeichnet sich NO durch seine Kurzlebigkeit aus und oxi-
diert innerhalb von Sekunden zu Nitrit/Nitrat (Ignarro, 1990; Stamler et al. 1992). Deshalb 
kann man ausschließen, dass NO zum Zeitpunkt der Inkubation in den Mediumüberständen 
vorgelegen hat. Es ist aber möglich, dass im vorliegenden HepG2-System durch Behandlung 
mit TCDD und Mediumüberständen/Zytokinen durch Aktivierung der NO-Synthase neues 
NO synthetisiert wurde, welches dann an der Suppression des CYP1A1 beteiligt sein könnte. 
Es ist belegt, dass Zytokine auch in immortalisierten Hepatomzelllinien wie Hepa-1 oder 
HepG2 die Stickoxid Synthase (NOS) induzieren, was zur Bildung von NO aus Arginin füh-
ren kann (Nussler et al. 1992; Geller et al. 1993; Gharavi et al. 2003; Li et al. 2010; Yuhas et 
al. 2011). Die Bildung weiterer reaktiver Spezies, wie z.B. Peroxynitrit oder Wasserstoffpe-
roxid, kann durch Oxidation funktioneller Aminosäuren den irreversiblen Verlust katalyti-
scher Aktivität des Enzyms bedeuten (Paton et al. 1998; Bogdan, 2001; Gharavi et al. 2005). 
Diese Hypothesen sollten jedoch kritisch betrachtet werden. Denn die dazugehörigen Studien 
befassten sich meist mit nur einem Modell und nur einem Teil eines Signalweges, oft die um-
liegenden Vorgänge ausblendend, wodurch sich auch beim Vergleich der Literatur auch Wi-
dersprüche ergeben. Man darf nicht vergessen, dass die Mechanismen in der Zelle / im Orga-
nismus nicht separat verlaufen, sondern ein großes Netzwerk voneinander abhängiger Abläufe 
darstellen. Deshalb ist es wahrscheinlich, dass die Suppression von Cytochrom P450 Enzy-
men das Ergebnis eines Zusammenspiels mehrerer Vorgänge ist. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Mediumüberstände LPS-stimulierter myeloider Zel-
len nach einer 48-stündigen Inkubation in HepG2 einen signifikanten Anstieg der CYP1A1-
mRNA-Expression als auch der EROD-Aktivität verursachen. Untersuchungen mit dem Li-
ganden-selektiven AhR-Antagonisten CH223191 weisen darauf hin, dass die induzierte 
EROD-Aktivität zumindest teilweise AhR-abhängig ist. Was zur erhöhten EROD-Aktivität 
führt, bleibt ungeklärt und ist in weiteren Untersuchungen herauszufinden. Durch Co-
Inkubation mit TCDD und Mediumüberständen stimulierter Immunzellen wurde eine starke 
Suppression der CYP1A1-Induktion im EROD-Assay und nur geringfügig auf mRNA-Ebene 
festgestellt. Es konnte bestätigt werden, dass die Zytokine IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α syn-
ergistisch zum großen Teil am suppressiven Effekt beteiligt sind. Der genaue zugrunde lie-
gende Mechanismus für die CYP-Suppression benötigt weiterer Untersuchungen. Die Modu-
lation der CYP-Expression durch proinflammatorische Zytokine ist insbesondere aus pharma-
Diskussion 
 
 161 
kologischer und toxikologischer Sicht wichtig, da bei einer vorliegenden Infektion oder In-
flammation der CYP-abhängige Arzneimittelstoffwechsel beeinflusst werden kann und der 
therapeutische bzw. toxische Effekt eines Wirkstoffs berücksichtigt werden sollte. Des Weite-
ren deuten die Daten darauf hin, dass nach Stimulation muriner myeloider Zellen mit LPS 
eine oder mehrere Substanzen ins Medium sezerniert werden, die zu einer CYP1A1-Induktion 
im EROD-Assay und auf mRNA-Ebene führen. Trotz inhibitorischer Wirkung ebenfalls aus-
geschütteter Zytokine, wird eine signifikante Induktion des AhR-Biomarkers CYP1A1 beo-
bachtet. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um der detektierten CYP1A1-Aktivierung 
auf den Grund zu gehen und die daran beteiligten Substanzen zu identifizieren. 
6.3 HPLC-Analyse von Mediumüberständen 
Bei Untersuchungen von Mediumüberständen LPS-stimulierter muriner myeloider Zellen 
konnten sowohl induktive als auch suppressive Effekte auf die CYP1A1-Aktivität in humanen 
Hepatomzellen beobachtet werden. Die qualitative und quantitative Analyse der Mediumü-
berstände mittels ELISA zeigte hohe Konzentrationen an inflammatorischen Zytokinen (IL-
1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α). Für diese Zytokine konnte eine inhibitorische Wirkung auf 
TCDD-induzierte CYP1A1-Aktivität nachgewiesen werden. Es blieb jedoch die Frage, was in 
den Mediumüberständen enthalten war, das zur CYP1A1-Induktion in HepG2-Zellen führte. 
Zu diesem Zweck wurden myeloide Zellen für zehn Tage in GM-CSF haltigen Medium kulti-
viert und anschließend für weitere 48 h mit 0 bzw. 1 µg/ml LPS behandelt. Nach Ablauf der 
Inkubationszeit wurde das Medium sowie der Zellrasen gesammelt und homogenisiert. Die 
Proteine wurden mit Hilfe eiskalten Acetons präzipitiert (vgl. Kapitel 4.7). Auch hier fiel auf, 
dass in LPS-behandelten Proben das Protein-Pellet viel größer war als bei Proben ohne LPS-
Induktion, was mitunter auf die sezernierten Zytokine zurückzuführen ist. Nach Einengen der 
Probe zur Trockene wurde der Rückstand in Wasser aufgenommen, sodass man eine 25-fache 
Aufkonzentrierung der Probe erhielt. Eine höhere Aufkonzentrierung war nicht möglich, da 
eine adäquate Lösung des Rückstandes nicht mehr gewährleistet werden konnte. Nach Filtra-
tion wurden die Proben einer HPLC-Analyse unterzogen. Das gleiche Verfahren wurde auch 
zur Untersuchung des Kulturmediums, welches als Kontrolle diente, verwendet. 
In den UV-Chromatogrammen zeigt sich bei 280 nm bei allen untersuchten Proben bereits 
nach 2 Minuten der erste und höchste Peak. Insgesamt können zwei Gruppen von Peaks beo-
bachtet werden. Eine Gruppe recht polarer Verbindungen mit Retentionszeiten von 2 – 8 min, 
gefolgt von einer zweiten Gruppe weniger polarer Substanzen mit Retentionszeiten von 16-24 
min. Die Analyse der zugehörigen UV-Spektren war nur bedingt aufschlussreich. Mit unspe-
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zifischen Absorptionsmaxima bei 220 und 260/280 nm, zeigten die meisten Peaks dabei keine 
wesentlichen Unterschiede. Es ist wahrscheinlich, dass diese unter anderem zu aromatischen 
Aminosäuren (Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan) gehören, welche bereits in der Zusammen-
setzung des Kulturmediums enthalten sind (Tabelle 40). In früheren Analysen einer Mischung 
aromatischer Aminosäuren mit einer vergleichbaren Trennmethode und Fließmittelzusam-
mensetzung, zeigten die aromatischen Aminosäuren Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan 
vergleichbare Retentionszeiten (Tyr: 5,5 min, Phe: 8,3 min, Trp: 18,3 min). und UV-Spektren 
auf (Messer, Forschungsarbeit 2009; vgl. Anhang, Abbildung 106). Auch in der Literatur zei-
gen sich ähnliche UV-Spektren für die drei aromatischen Aminosäuren (Belitz, 2008). Der 
Peak bei der Retentionszeit um 18 min zeigt ein charakteristisches UV-Spektrum mit Maxima 
bei 270, 330, 440 und 550 nm und unterscheidet sich deutlich von den UV-Spektren der rest-
lichen Peaks. Nach einem Vergleich mit Literaturdaten konnte dieses UV-Spektrum, dem 
zugesetzten Indikator im Medium, Phenolrot zugeordnet werden (Pizarro et al. 2004; He et al. 
2013). 
 
Tabelle 40: Konzentrationen aromatischer Aminosäuren im RPMI- Medium (www.lifetechnologies.com) 
Aminosäure Konzentration im Medium [mM] 
Tryptophan 0,025 
Phenylalanin 0,091 
Tyrosin 0,111 
 
Zwischen den UV-Chromatogrammen unbehandelter myeloider Zellen und deren Mediumü-
berständen und LPS-behandelten Zellen konnten keine eindeutigen Unterschiede festgestellt 
werden. Beim Überlagern der Chromatogramme und beim Vergleich mit dem Kulturmedium 
waren diese, bis auf geringe zeitliche Verschiebungen, praktisch identisch. Anhand dieser 
Ergebnisse konnten keine Rückschlüsse darüber gemacht werden, welche Substanzen von 
murinen myeloiden sezerniert wurden, die zur Induktion der CYP1A1-Aktivität in humanen 
Hepatomzellen führten. Es ist möglich bzw. sogar wahrscheinlich, dass die sezernierte(n) 
Verbindung(en) in einer sehr geringen Konzentration vorliegen, sodass sie auf Grund der ho-
hen Konzentration der Mediumbestandteile (Aminosäuren etc.) überlagert und unter den ge-
gebenen Bedingungen nicht detektiert werden können. Zusätzlich ist mit der beschriebenen 
Methode nur die Detektion UV-aktiver Substanzen möglich. Sollte also die gesuchte Verbin-
dung, keine UV-Aktivität aufweisen, bleibt sie bei UV-HPLC-Untersuchungen unentdeckt. 
Weitere Detektoren, wie beispielsweise Massenspektrometer, sollten deshalb in Betracht ge-
zogen werden. Weiterhin ist es möglich, dass die CYP1A1-induzierende(n) Substanz(en) 
entweder einen Protein-ähnlichen Charakter besitzen – beispielsweise kleine Peptide – oder 
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als niedermolekulare Verbindung(en) mit Proteinen assoziiert vorliegen. In diesem Fall wäre 
eine Detektion mit der beschriebenen Methode ebenfalls nicht möglich, auf Grund der Pro-
teinpräzipitation vor der HPLC-Analyse. Da es zu den gesuchte(n) Verbindung(en) keine An-
haltpunkte über ihre chemischen Eigenschaften gibt, sind weitere umfassenden Analysen 
notwendig unter Verwendung selektiver und sensitiver Methoden. Vielversprechende Mög-
lichkeiten zur Detektion niedrigkonzentrierter Peptide wären neue biotechnologische Verfah-
ren, die erst seit wenigen Jahren bei der Sekretionsmustererkennung von Tumorzellen zum 
Auffinden von Tumormarkern zum Einsatz kommen. Hierbei erfolgt die Extraktion der Subs-
tanzen aus Mediumüberständen kultivierter Tumorzellen mit mehrschichtigen, magnetischen 
Mikropartikeln. Nach Auftrennung der Substanzen über Kapillar-HPLC folgt eine direkt 
nachgeschaltete MALDI-TOF-MS Analyse (Peter et al. 2007). 
6.4 Vitamin D3 und TCDD 
Der zweite Teil dieser Arbeit beschäftigt sich mit der Wirkung des prominentesten und wahr-
scheinlich potentesten AhR-Liganden 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) sowie mit 
1,25(OH)2-Vitamin D3, auch als Calcitriol bezeichnet, der biologisch aktiven Form des Vita-
min D und potentesten VDR-Liganden. Es ist bereits seit Langem bekannt, dass beide Ver-
bindungen einen starken Einfluss auf das Immunsystem haben, die Auswirkungen hierbei sind 
jedoch konträr. Während eine TCDD-Exposition stark immunsuppressiv und immunotoxisch 
wirkt, ist Vitamin D für das Immunsystem und den Organismus essentiell (Esser et al. 2009; 
Baeke et al. 2010). Weiterhin wird eine Wechselwirkung zwischen dem Dioxin-Rezeptor 
(AhR) und dem Vitamin-D-Rezeptor (VDR) vermutet, aber nur wenige Studien wurden dazu 
durchgeführt (Reisz-Porszasz et al. 1993; Matsunawa et al. 2009; Matsunawa et al. 2012). 
Die Wirkung der beiden Substanzen TCDD und Calcitriol wurde deshalb sowohl in ausdiffe-
renzierten murinen myeloiden Zellen, aber auch in humanen Hepatomzellen HepG2 unter-
sucht. Der Einfluss dieser beiden Substanzen auf Vitalität, Zytokinausschüttung, Cyp1a1- als 
auch Cyp24a1-Expression auf verschiedenen Ebenen, sowie der Einfluss auf die Rezeptoren 
AhR und VDR und deren mögliche Wechselwirkung untereinander, dienten hierbei als Para-
meter und werden in den folgenden Abschnitten diskutiert. 
6.4.1 Zellvitalität und Proliferation 
Eine 48-stündige Behandlung muriner myeloider Zellen mit Calcitriol im Konzentrationsbe-
reich 1-100 nM führte zu einer konzentrationsabhängigen Abnahme der Zahl adhärenter Zel-
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len. Verglichen mit der Lösungsmittelkontrolle DMSO (0,1 %) sank die Fluoreszenz im Re-
sazurinreduktionstest bei der höchsten Calcitriol-Konzentration von 100 nM durchschnittlich 
auf 82,0 ± 9,2 % und erwies sich im Dunnett Multiple Comparison Test als statistisch hoch 
signifikant. Es ist wahrscheinlich, dass mehr eine proliferationshemmende als eine zytotoxi-
sche Wirkung des Calcitriols vorliegt. Proliferationshemmender Effekt des biologisch aktiven 
Vitamin D-Metaboliten 1,25(OH)2-Vitamin D wurde bereits Mitte der 1980er Jahre in T-
Zellen beobachtet. Eine durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse ergab, dass Calcitriol den 
Übergang der Zellen aus der frühen G1-Phase in die späte G1-Phase blockiert, jedoch keinen 
Effekt auf die Transition der Zellen aus G0 in die frühe G1-Phase oder aus der späten G1-
Phase in die S-Phase hat (Bhalla et al. 1984; Rigby et al. 1985; Nunn et al. 1986). Diese Re-
sultate zur proliferationshemmenden Wirkung des Calcitriols erhielten die Arbeitsgruppen 
vorwiegend nach vorangegangener Stimulation der Immunzellen mit Phytohaemagglutinin 
(PHA) bzw. Phorbolmyristatacetat (PMA) und anschließender Behandlung mit Calcitriol. In 
der vorliegenden Arbeit war bei simultaner Behandlung der Zellen mit LPS (1 µg/ml) der 
proliferationshemmende Effekt des Calcitriols nicht mehr feststellbar. Dies liegt vermutlich 
daran, dass LPS selbst die Proliferation der Zellen zu hemmen vermag (vgl. Abbildung 31), 
sodass sich der Effekt des Vitamin-D-Metaboliten nicht mehr bemerkbar macht. Eine Hem-
mung der Makrophagen-Proliferation durch LPS konnte auch von Moore et al. und Yokoshi 
et al. nachgewiesen werden (Moore et al. 1980; Yokoshi et al. 1985). 
Anders waren die Resultate nach Behandlung myeloider Zellen mit TCDD. Nach 48-
stündiger Inkubation mit TCDD zeigten die Zellen keine Änderung in der Vitalität. Dies än-
derte sich, wenn murine myeloide Zellen zusätzlich zur TCDD-Behandlung simultan mit LPS 
(1 µg/ml) stimuliert wurden. Hierbei konnte ein Rückgang der Vitalität beobachtet werden. 
Diese sank bei maximaler verwendeter TCDD-Konzentration von 10-8 M statistisch signifi-
kant auf durchschnittlich 76,3 ± 14,1 % bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO. Ei-
nen ähnlichen Befund machten auch Hwang et al.: mit GM-CSF kultivierte murine Kno-
chenmarkzellen zeigten nach Behandlung mit 1 nM und 10 nM TCDD für sogar über sechs 
Tage keine Änderung in der Vitalität (Hwang et al. 2007). Stimulierte Zellen hingegen schei-
nen sensitiver gegenüber TCDD zu reagieren. So beobachteten Ruby et al., dass TCDD in 
dendritischen Zellen, welche mit TNF-α stimuliert wurden, zu Apoptose führt (Ruby et al. 
2005). Einen apoptotischen Effekt des TCDD in der Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 stell-
ten auch Park et al. fest als Folge der Aktivierung von ERK, p38 und Caspase-3 durch TCDD 
(Park et al. 2005). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Immunzellen bei einer Infektion 
anfälliger für den zytotoxischen Effekt des TCDD sind als gesunde Immunzellen. 
Eine 48 h-Co-Inkubation muriner myeloider Zellen mit beiden Substanzen, Calcitriol (1-100 
nM) und TCDD (1 nM), zeigte keinen synergistischen Effekt. Ohne simultane Behandlung 
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mit LPS konnte erneut nur der konzentrationsabhängige proliferationshemmende Effekt des 
Calcitriols beobachtet werden, mit maximaler Reduktion der Zellzahl in der höchsten Calcit-
riol-Konzentration von 100 nM um durchschnittlich 23 % verglichen mit der Lösungsmittel-
kontrolle DMSO. Bei zusätzlicher LPS-Stimulation lag die Vitalität der Zellen konstant bei 
rund 83 % und entspricht der durch TCDD (1 nM) verursachten Vitalitätsreduktion. 
In humanen Hepatomzellen zeigten weder TCDD (10-12 - 10-8 M) noch Calcitriol (1-100 nM), 
oder die Kombination der beiden Substanzen (1 nM TCDD + 1-100 nM Calcitriol) bei 48-
stündiger Inkubation einen Effekt auf die Vitalität. Dies deckt sich mit den Resultaten anderer 
Forschungsgruppen. Elizondo et al. stellten bei Behandlung der HepG2-Zellen mit dem Vita-
min D Metabolit 1,25(OH)2D bis zu einer Konzentration von 0,25 µM keinen Effekt auf die 
Vitalität der Zellen fest (Elizondo et al. 2003). Auch für TCDD werden in der Literatur für 
den untersuchten Konzentrationsbereich und das verwendete Zellsystem keine zytotoxischen 
Effekte beobachtet (Silkworth et al. 2005; Lohr, Dissertation 2013). Es ist beschrieben, dass 
TCDD erst bei höheren Konzentrationen in vitro auf humane Hepatomzellen zytotoxisch 
wirkt, so zeigten Westerink et al. eine 40 %ige Zytotoxizität in HepG2-Zellen nach 24-
stündiger Inkubation mit einer TCDD-Konzentration von 10-6 M (Westerink et al. 2007). 
6.4.2 Zytokine 
6.4.2.1 Einfluss des Calcitriols 
Lange dachte man die Rolle des Vitamin D sei auf Calcium-, Phosphathomöostase und Kno-
chenmetabolismus beschränkt. Die Entdeckung des Vitamin-D-Rezeptors in allen Arten von 
Immunzellen sowie in allen Geweben deutete darauf hin, dass Vitamin D – genauer sein bio-
logisch aktiver Metabolit Calcitriol – eine wichtige Rolle beim Immunsystem spielen muss 
(Deluca et al. 2001). Mittlerweile belegen zahlreiche Studien seine Rolle bei diversen Prozes-
sen wie Zelldifferenzierung, -proliferation, Signaltransduktion im Rahmen des angeborenen 
und adaptiven Immunsystems u.v.m. (Chun et al. 2014). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der 
Einfluss des Calcitriols auf Sekretion der vier inflammatorischen Zytokine – IL-1α, IL-1β, IL-
6 und TNF-α – sowie deren mRNA-Expression nach 48 h-Inkubation in murinen myeloider 
Zellen untersucht. 
Nach Inkubation myeloider Zellen mit dem biologisch aktiven Vitamin D Metabolit 
1,25(OH)2D zusammen mit LPS konnte keine Veränderung des Zytokinprofils im Medium 
festgestellt werden. Die Gehalte der vier untersuchten Zytokine waren, wie bereits zuvor fest-
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gestellt, durch Stimulation mit LPS stark erhöht (vgl. Abbildung 44; Abbildung 55 - Abbil-
dung 59). Calcitriol hatte hierbei keine zusätzlichen Auswirkungen. Ohne Behandlung mit 
dem Endotoxin LPS, zeigte Calcitriol nach 48 h-Inkubation keinen wesentlichen Einfluss auf 
die Ausschüttung von IL-6 und IL-1β. Trotz relativ hoher Schwankungen blieben die Gehalte 
der beiden Interleukine auf dem Niveau der Lösungsmittelkontrolle DMSO. Für TNF-α ergab 
sich ohne LPS-co-Inkubation durch Calcitriol ein konzentrationsabhängiger, suppressiver 
Effekt. In der höchsten Calcitriol-Konzentration von 100 nM sank der TNF-α Gehalt statis-
tisch signifikant auf unter 50 % verglichen mit DMSO. Der Gehalt an IL-1α hingegen stieg 
durch Behandlung mit Calcitriol signifikant an. In der höchsten Konzentration von 100 nM 
erhöhte sich der IL-1α-Gehalt statistisch signifikant auf fast das Dreifache gegenüber DMSO. 
Ein Vergleich dieser Ergebnisse mit der Literatur gestaltet sich als schwierig, denn unter-
schiedliche Effekte des Calcitriols auf die Zytokinausschüttung werden berichtet. Während 
Bhalla et al. einen Anstieg des IL-1 in humanen Monozyten / Makrophagen durch Calcitriol 
beschrieben (jedoch ohne genaue Differenzierung um welches IL-1 es sich hierbei handelt), 
beobachteten Tsoukas et al. den gegenteiligen Effekt in Monozyten – eine Inhibition von so-
wohl IL-1α als auch IL-1β durch 1,25(OH)2D (Bhalla et al. 1986; Tsoukas et al. 1989). Auch 
für TNF-α finden sich unterschiedliche Befunde. Die Arbeitsgruppe um Rook et al. berichtete 
von einem Anstieg der LPS-vermittelten TNF-α Ausschüttung durch 4-tägige Behandlung 
humaner Monozyten aus peripherem Blut mit 10-7 M des Vitamin D Metaboliten Calcitriol 
(Rook et al. 1987). Im Gegensatz dazu fanden Yousefi et al. im gleichen Zellsystem den ge-
genteiligen Effekt – eine erniedrigte TNF-α Konzentration in Mediumüberständen humaner 
Monozyten nach 3-tägiger Behandlung mit Calcitriol (Yousefi et al. 1987). Diese wider-
sprüchlichen Befunde sind vermutlich auf den unterschiedlichen Ausgangs-
Differenzierungsstatus der verwendeten Zellen, aber auch den Einfluss des Calcitriols auf den 
Differenzierungsprozess selbst zurückzuführen (Koeffler et al. 1984). 
Aktuellere Studien zeigen jedoch überwiegend den inhibierenden Effekt des Calcitriols auf 
die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine TNF-α und IL-1β und bestätigen so den 
beschriebenen antiinflammatorischen und antibakteriellen Effekt des biologisch aktiven Vi-
tamin D Metaboliten. Die Beobachtung der TNF-α-Suppression in der vorliegenden Arbeit 
korreliert nur in einigen Punkten mit den Ergebnissen dieser zahlreichen Studien. Ein genauer 
Vergleich der Daten ist hierbei jedoch schwierig, da die Gestaltung und Durchführung der 
Studien, einschließlich Zellsystem, Inkubationsdauer und Calcitriol-Konzentrationen, stark 
differieren. In den meisten Fällen bezieht sich die beschriebene suppressive Wirkung des Cal-
citriols auf eine durch Stimulanzien wie LPS, PMA, PHA, IFN-γ etc., vermittelte Zytokinsek-
retion. Es muss hierbei aber betont werden, dass die Reihenfolge bei der Behandlung eine 
wichtige Rolle spielt. Dieser suppressive Effekt ergibt sich nur durch eine dem Calcitriol 
nachgeschaltete und nicht durch simultane Inkubation der Zellen mit den genannten Stimu-
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lanzien (Zarrabeitia et al. 1992; Panichi et al. 1998; Zhu et al. 2005; Gambhir et al. 2011; 
Zhang et al. 2012; Jeong et al. 2014). Neue Studien liefern Anhaltspunkte bezüglich des Me-
chanismus, welcher der Suppression proinflammatorischer Zytokine zugrunde liegt. Pathoge-
ne – wie auch LPS – binden an den Toll-like-Rezeptor von Immunzellen und setzen dadurch 
eine intrazelluläre Signalkaskade in Gang. Innerhalb dieser Signalkaskade spielen Mitogen-
aktivierte-Proteinkinasen (MAPKs) für die Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine eine 
entscheidende Rolle. Damit es zu keiner unkontrollierten Inflammation kommt, werden 
MAPKs durch entsprechende Phosphatasen (MKP) reguliert. Es stellte sich heraus, dass Cal-
citriol an mehreren Stellen dieses Signalweges mitwirkt und seine antiinflammatorische Wir-
kung zeigt. So zeigten die Forschungsgruppen Sadeghi et al., Do et al. und Jeong et al. eine 
Runterregulation der Expression von Toll-like-Rezeptoren (TLR) in humanen Monozyten 
durch Calcitriol (Sadeghi et al. 2006; Do et al. 2008; Jeong et al. 2014). Zusätzlich fanden 
Zhang et al. heraus, dass die Inhibition LPS-induzierter Zytokinproduktion durch Calcitriol, 
durch Hochregulation der Phosphatase MKP-1 erfolgt (Zhang et al. 2012). Die Daten dieser 
Arbeit zeigen, dass Calcitriol in der Lage ist bereits den basalen Level des TNF-α zu hemmen, 
ohne eine vorangegangene oder nachgeschaltete LPS-Stimulation. Eine Hemmung des Tnf-α 
wurde in der vorliegenden Arbeit auch bei RT-PCR-Untersuchungen festgestellt. Bei höchster 
Calcitriol-Konzentration (100 nM) sank die Tnf-α Expression durchschnittlich um 35 % ver-
glichen mit der Kontrolle. Es ist möglich, dass dieser suppressive Effekt des Calcitriols auf 
TNF-α zusätzlich über einen anderen Signalweg abläuft als den TLR-abhängigen.  
Während sich Calcitriol auf die TNF-α-Sekretion suppressiv auswirkte, zeigte sich bei IL-1α 
ein induktiver Effekt. Ohne zusätzliche LPS-Stimulation steigerte 1,25(OH)2D konzentrati-
onsabhängig und statistisch signifikant die IL-1α-Sekretion in myeloiden Zellen nach 48 h 
Behandlung. Dieses Ergebnis konnte ebenfalls auf mRNA-Ebene beobachtet werden. Bei 
qRT-PCR-Untersuchungen stellte sich heraus, dass die Genexpression von Il-1α durch Calcit-
riol statistisch signifikant erhöht wird. Bei einer Calcitriol-Konzentration von 30 nM wurde 
die maximale, rund 19-fach erhöhte Expression erreicht. Auch die mRNA-Expression von Il-
1β, der zweiten Isoform des IL-1, stieg nach Inkubation myeloider Zellen mit Calcitriol und 
erreichte eine maximale Expression von 5,6 ± 2,5-fach bei 3 nM, sank jedoch wieder bei hö-
heren Calcitriol-Konzentrationen. Ein Vergleich mit der Literatur zeigt, dass auch andere For-
schungsgruppen die Induktion der IL-1-Produktion und Il-1-Genexpression nach Calcitriol-
Behandlung beobachteten. So beschrieben Lee et al. eine signifikant erhöhte IL-1α-
Produktion sowie Il-1α-mRNA-Expression durch Behandlung muriner Osteoblasten mit Cal-
citriol (Lee et al. 2002). Eine erhöhte mRNA-Expression des IL-1β zeigten Bhalla et al. nach 
Inkubation humaner monozytärer Zelllinien HL-60 und U937 mit Calcitriol (Bhalla et al. 
1991). Schließlich belegten Liu et al. die VDR-Abhängigkeit der IL-1-Expression nach Be-
handlung primärer humaner Monozyten mit 1,25(OH)2D (Liu et al. 2009). 
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Da IL-1α als einziges der untersuchten Zytokine nach Calcitriol-Inkubation vermehrt sezer-
niert wurde, stellt sich die Frage, welche Rolle IL-1α bei der Wirkung des metabolisch akti-
ven Vitamin D hat. Eine Erklärung dafür bietet die Arbeit von Maund et al. Auf der Suche 
nach neuen Signalwegen und Targets 1,25(OH)2D-vermittelter Effekte im Zusammenhang 
mit Chemoprävention des Prostatakrebs stellten Maund et al. anhand systembiologischer Un-
tersuchungen von Microarrays in Prostata-Vorläuferzellen/-Stammzellen ein Netzwerk auf, 
basierend auf Signalwegen, Protein-Gen-, Protein-Protein-Interaktionen und biologischen 
Funktionen (Maund et al. 2011). Diese Analysen ergaben, dass als Resonanz auf Calcitriol-
Signalvermittlung IL-1α eine zentrale Rolle bei Gen- und Protein-Interaktionen spielt und 
lassen vermuten, dass IL-1α die antiproliferativen Effekte des 1,25(OH)2D vermittelt (Kong et 
al. 2006; Maund et al. 2011). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum antiproliferativen 
Effekt des Calcitriols sowie eine erhöhte Il-1-Expression in murinen myeloiden Zellen, stehen 
im Einklang mit dieser These. Der Einfluss des Calcitriols auf Transkriptionsebene be-
schränkt sich hierbei nicht nur auf Il-1. Auch Il-6 wies nach Behandlung mit Calcitriol erhöh-
te mRNA-Expressionswerte auf. In der höchsten Calcitriol-Konzentration von 100 nM wurde 
eine 9,5 ± 3,6-fach erhöhte Il-6-Expression erreicht. Dies kann unter anderem auch durch die 
erhöhte IL-1 Sekretion erklärt werden. Es ist beschrieben, dass IL-1α/β die Immunantwort 
regulieren. Nach Bindung des IL-1-Rezeptors aktivieren sie den NF-κB-Signalweg und darü-
ber die nachgeschaltete Expression des Zytokins IL-6 (Lacey et al. 1993; Lee et al. 2002; Or-
jalo et al. 2009). 
Auf die Produktion von Stickoxid (NO) zeigte Calcitriol eine leichte Suppression ohne zu-
sätzliche Stimulation myeloider Zellen mit LPS. Die Nitrit-Konzentration in Mediumübers-
tänden sank durchschnittlich um 15 % nach 48 h-Behandlung mit 100 nM Calcitriol. Andere 
Forschungsgruppen machten ebenfalls den Befund verringerter NO-Ausschüttung in unter-
schiedlichen Zellsystemen wie Keratinozyten, Makrophagen oder Mikroglia, welcher auf 
Suppression der NO-Synthase zurückzuführen war und vermuten, dass 1,25(OH)2D eine 
schützende Funktion in Zellen hat, darunter z.B. vor DNA-Schäden durch UV-Strahlung 
(Garcion et al. 1997; Gupta et al. 2006).  
Insgesamt bestätigen die Ergebnisse dieser Arbeit die wichtige Rolle des Vitamin D Metaboli-
ten Calcitriol im Immunsystem, wenn auch nur ein kleiner Ausschnitt davon untersucht wur-
de. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Calcitriol nicht nur als Immunmodulator per se, 
sondern auch als Effektor bei der Regulation von Signalwegen fungiert. 
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6.4.2.2 Einfluss des 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxins 
Neben den vielfältigen akuten, subakuten und chronischen toxischen Effekten des TCDD auf 
den Organismus stellt auch das Immunsystem ein wichtiges Target für das prominenteste und 
toxikologisch potenteste Dioxin dar. In Tierversuchen zeigte sich eine Reihe verschiedener 
immunologischer Effekte einschließlich Thymusinvolution, geschwächter Abwehrkräfte ge-
genüber Infektionen sowie unterdrückter Zell-vermittelter Immunantwort (Kerkvliet, 1995; 
Fan et al. 1997; Hundeiker et al. 1999; Nohara et al. 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde 
der Einfluss des TCDD auf Zytokin-Sekretion und Zytokin-mRNA-Expression in murinen 
myeloiden Zellen untersucht. 
Innerhalb der analysierten Inkubationsdauer von 48 h hatte TCDD im Konzentrationsbereich 
von 10-12 – 10-8 M keine Auswirkungen auf die Sekretion der Zytokine IL-1α, IL-1β, IL-6 und 
TNF-α in murinen myeloiden Zellen. Sowohl bei gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit 
TCDD und LPS als auch ohne Anwesenheit von LPS blieb der Zytokin-Spiegel auf dem Ni-
veau der jeweiligen Lösungsmittelkontrolle. Ein adäquater Vergleich der erhaltenen Daten mit 
der Literatur gestaltet sich auf Grund unterschiedlicher Durchführungen bezüglich Zellsys-
tem, Inkubationskonzentrationen und –dauer als schwierig. Dabei differieren die Beobachtun-
gen einschließlich unveränderter sowie erhöhter Zytokin-Sekretion im Zuge einer TCDD-
Inkubation. So finden z.B. Lang et al. und Connor et al. keine Veränderung der Sekretion 
oder Genexpression von TNF-α, IL-1 oder IL-6 in humanen Monozyten und Alveolarmakro-
phagen bzw. murinen Keratinozyten und Fibroblasten in vitro (Connor et al. 1994; Lang et al. 
1998). Eine erhöhte Sekretion der inflammatorischen Zytokine steht meist in Verbindung mit 
einer zusätzlichen Stimulation der Zellen (LPS, PHA etc.) – vor, simultan oder der TCDD-
Inkubation nachgeschaltet (Moos et al. 1997; Rier et al. 2001; Peltier et al. 2013). Dies deutet 
darauf hin, dass TCDD eine bereits vorhandene oder nachfolgende Entzündungsreaktion stei-
gert. In dieser Arbeit konnte bei simultaner Inkubation myeloider Zellen mit TCDD und LPS 
keine Veränderung der Zytokin-Sekretion festgestellt werden. Dies könnte daran liegen, dass 
die verwendete LPS-Konzentration (1 µg/ml) eventuell zu hoch war, um einen modulierenden 
Effekt des TCDD beobachten zu können, auf Grund der zu starken Reaktion myeloider Zellen 
auf LPS. Ein weiterer Punkt ist die eingesetzte Konzentration des TCDD von maximal 10-8 
M. Cheon et al. beobachteten in der murinen Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 eine Steige-
rung der TNF-α-Sekretion bei einer TCDD-Konzentration von 50 nM und einer LPS-
Konzentration von nur 1 ng/ml (Cheon et al. 2007). 
Auf mRNA-Ebene konnten durch 48 h-Inkubation muriner myeloider Zellen mit TCDD ge-
ringe induktive Effekte hinsichtlich der Zytokin-Expression festgestellt werden. Bei Tnf-α 
erreicht die relative Expression ihr Maximum bei einer TCDD-Konzentration von 10-10 M mit 
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rund 1,4-fach erhöhter Expression und war im Vergleich zu den restlichen drei Interleukinen 
am geringsten. Mit einer maximalen Expression von rund 1,6-fach (10-9 M TCDD) und 3,3-
fach (10-10 M TCDD) folgen Il-1α und Il-1β. Den höchsten Einfluss auf die mRNA-
Expression hatte TCDD in diesem Fall auf Il-6 mit einer rund 4,1-fachen Erhöhung in einer 
Konzentration von 10-9 M. Bei höherer TCDD-Konzentration (10-8 M) sank die relative Ex-
pression leicht bei allen vier Zytokinen, da bei dieser Konzentration die Sättigung vermutlich 
erreicht ist. Unterschiedliche Effekte des TCDD auf die Genexpression von Zytokinen werden 
in der Literatur beschrieben. Vogel et al. fanden beispielsweise in der humanen Makropha-
gen-Zelllinie U937 nach 24 h-Inkubation mit 40 nM TCDD eine rund 8-fach höhere TNF-α-
Expression, aber nur eine 0,5-fache-Expression des IL-6 im Vergleich zur Lösungsmittelkont-
rolle (Vogel et al. 2005). Cheon et al. ermittelten eine rund 3-fach erhöhte Expression für 
TNF-α und rund 1,5-fach erhöhte Expression für IL-1β nach 20 h-Behandlung humaner THP-
1-Zellen mit 75 nM TCDD (Cheon et al. 2007). Gesteigerte Zytokin-Expression konnten auch 
bei in vivo Behandlungen von Mäusen nach oraler Gabe von TCDD festgestellt werden. Un-
tersuchungen der mRNA in der Leber zeigten erhöhte Genexpressionen von Il-1α/β sowie 
Tnf-α (Seibel, Dissertation 2014; Pierre et al. 2014).  
Des Weiteren hatte TCDD in unstimulierten myeloiden Zellen keinen Einfluss auf die NO-
Produktion. Im Griess-Assay zeigte sich eine Nitrit-Konzentration von durchschnittlich 8 µM 
sowohl bei der Lösungsmittelkontrolle als auch bei Behandlung der Zellen für 48 h mit 
TCDD bis zu einer Konzentration von 10-8 M. Simultane Inkubation der Zellen mit LPS (1 
µg/ml) und TCDD (10-12 – 10-8 M) bewirkte eine signifikante, konzentrationsabhängige Stei-
gerung der Nitrit-Konzentration im Mediumüberstand muriner myeloider Zellen. Bei einer 
TCDD-Konzentration von 10-9 M stieg diese durchschnittlich um 25 % verglichen mit 
DMSO. Es finden sich nur wenige Studien, welche die NO-Produktion in myeloiden Immun-
zellen nach TCDD-Behandlung untersuchten. So fanden Bankoti et al. einen gegenteiligen 
Effekt. Nach Behandlung muriner dendritischer Zellen mit TCDD und anschließender LPS-
Stimulation sank die NO-Konzentration im Mediumüberstand signifikant um 75 %, wobei 
hier eine wesentlich längere Behandlung mit TCDD über sieben Tage erfolgte (Bankoti et al. 
2010). In anderen Zellsystemen wie der Ratten-Nebennierenzelllinie PC12 oder Ratten-
Mikrogliazellen HAPI zeigte TCDD einen konzentrationsabhängigen Anstieg der NO-
Konzentration im Mediumüberstand durch Aktivierung der NO-Synthase (NOS) (Li et al. 
2013; Jiang et al. 2014). Es wird vermutet, dass Aktivierung der NO-Synthase und höhere 
NO-Produktion in Zellen zur apoptotischen Wirkung des TCDD beitragen (Jiang et al. 2014). 
Die Daten dieser Arbeit zur NO-Ausschüttung zusammen mit den Ergebnissen zur reduzierten 
Viabilität myeloider Zellen nach Inkubation mit TCDD und LPS unterstützen diesen Aspekt. 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass TCDD bei vorliegender/gleichzeitiger Infektion, 
welche in der vorliegenden Arbeit durch Behandlung myeloider Zellen mit LPS simuliert 
wurde, in erster Linie eine signifikante vitalitätsreduzierende Wirkung auf myeloide Immun-
zellen hat. Die Sekretion der untersuchten Zytokine IL-1α, IL-1β, IL-6 und TNF-α bleibt 
durch Behandlung mit TCDD unbeeinflusst, während auf mRNA-Ebene ein induktiver Effekt 
beobachtet werden konnte. Weiterhin steigert TCDD signifikant die LPS-vermittelte Aus-
schüttung von NO in myeloiden Zellen, was vermutlich mit zur reduzierten Vitalität der Zel-
len beiträgt. Diese Ergebnisse geben einen Einblick in die Wirkung des TCDD auf Zellen des 
Immunsystems und deuten seine immuntoxische Wirkung an. 
6.4.3 Rezeptoren und CYPs  
In den letzten Jahren wurde festgestellt, dass die meisten Zellen des Immunsystems sowohl 
den Vitamin-D-Rezeptor (VDR) als auch den Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR) besitzen. 
Diese Tatsache macht deutlich, dass die beiden Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle im 
Immunsystem spielen (Veldman et al. 2000; Deluca et al. 2001; Esser et al. 2009; Stockinger 
et al. 2011). Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit die Expression der beiden Transkripti-
onsfaktoren Ahr und Vdr sowie der zugehörigen Cytochrom P450 Enzyme Cyp1a1 und 
Cyp24a1 nach Behandlung muriner myeloider Zellen, aber auch humaner Hepatomzellen mit 
TCDD und/oder Calcitriol untersucht. 
Im Zusammenhang mit dem Ah-Rezeptor ist CYP1A1 das wohl am besten untersuchte Target 
und gilt als Biomarker für die AhR-Aktivierung. Nach 48 h-Inkubation humaner Hepatomzel-
len HepG2 mit TCDD im Konzentrationsbereich von 10-12 bis 10-8 M zeigte sich im EROD-
Assay eine höchst signifikante Steigerung der CYP1A1-Aktivität auf durchschnittlich 328 ± 
97 pmol/mg*min (10-9 M TCDD). Dieses Ergebnis spiegelt sich auch auf mRNA- und Pro-
tein-Ebene wider. CYP1A1 erreichte in einer TCDD-Konzentration von 10-9 M eine hoch sig-
nifikant erhöhte, durchschnittlich 403 ± 270-fache Genexpression relativ zu DMSO. Auf Pro-
teinebene war nach Behandlung der Zellen mit dem Dioxin eine deutliche CYP1A1-Bande 
bei 52 kDa sichtbar. Diese Daten korrelieren mit denen zahlreicher Publikationen und bestäti-
gen die Aktivierung des Ah-Rezeptors durch das Umweltgift TCDD in der Leber als klassi-
sches Zielorgan im Rahmen des Fremdstoffmetabolismus (Schrenk et al. 1995; Peters et al. 
2004; Silkworth et al. 2005; Westerink et al. 2007; Lohr, Dissertation 2013).  
Verglichen mit hepatozellulären Systemen gibt es zur Aktivität und Expression des CYP1A1 
in Immunzellen weitaus weniger Untersuchungen. Deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit 
murine myeloide Zellen nach 10-tägiger Ausdifferenzierung in Gegenwart von GM-CSF für 
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48 h mit TCDD behandelt und hinsichtlich der Cyp1a1-Aktivität untersucht. Im Gegensatz zu 
Hepatomzelllinien HepG2, H4IIE oder Hepa-1, konnte in murinen myeloiden Zellen im 
EROD-Assay auch bei höchster untersuchter TCDD-Konzentration von 10-8 M keine Um-
wandlung des 7-Ethoxyresorufin zum fluoreszierenden Resorufin detektiert werden, auch 
nach Modulationen der Bedingungen wie höhere Zelldichte, längere Inkubationsdauer bis 72 
h, zusätzliche Stimulation mit LPS (1 µg/ml), war keine EROD-Aktivität messbar (Daten 
nicht gezeigt). Diese Zellen scheinen für den EROD-Assay kein passendes System darzustel-
len. Auch andere Forschungsgruppen, stellten in ähnlichen Zelltypen wie Ratten-Splenozyten 
oder Ratten-/Mauslymphozyten aus peripherem Blut in vitro eine sehr geringe bis keine 
EROD-Aktivität fest (Stephen et al. 1997; van Ede et al. 2014). Einen etwas besseren Res-
ponse im EROD-Assay findet man in Lymphozyten und Splenozyten nach in vivo Behand-
lung mit AhR-Agonisten (Stephen et al. 1997; Dye et al. 2001; Chanin et al. 2013). Die Er-
gebnisse des EROD-Assays zusammen mit dem Befund, dass bei murinen myeloiden Zellen 
auch auf Protein-Ebene (Western Blot) keine Bande für Cyp1a1 detektiert werden konnte 
(vgl. Abbildung 70), unterstreichen die Tatsache, dass myeloide Zellen, im Gegensatz zu he-
patozellulären Systemen, nicht auf die Detoxifizierung von Fremdstoffen spezialisiert sind. 
Die Aktivierung des Ah-Rezeptors durch TCDD zeigte sich in murinen myeloiden Zellen erst 
auf mRNA-Ebene. Wobei die mRNA-Expression des Ahr selbst relativ niedrig ausfiel. Nach 
48 h-Behandlung mit 1 nM TCDD stieg diese auf maximal 1,9 ± 1,4-fach an. Auf Proteinebe-
ne konnte keine steigende Bandenintensität des AhR beobachtet werden. Diese blieb auch in 
höchster TCDD-Konzentration von 10-8 M auf dem Basallevel. Hingegen stieg die Genex-
pression des AhR-abhängigen Phase-I-Enzyms Cyp1a1 konzentrationsabhängig an. In einer 
TCDD-Konzentration von 1 nM stieg diese statistisch signifikant auf rund das 30 ± 25-fache 
an bezogen auf DMSO. Die hohe Schwankung ist unter anderem auf interindividuelle Unter-
schiede der Tiere, wie z.B. deren Gesundheits- und Immunstatus, zurückzuführen. Nichtsdes-
totrotz unterstreichen diese Ergebnisse die Rolle des AhR im Immunsystem und stehen in 
Korrelation mit bereits publizierten Befunden. So haben van Ede et al. nach Inkubation muri-
ner Splenozyten mit TCDD eine ca. 22-fach erhöhte Cyp1a1-mRNA-Expression festgestellt 
(van Ede et al. 2014). Des Weiteren wird in der Literatur eine Hochregulation der 
Cyp1a1/CYP1A1-Expression in Immunzellen nach Stimulation mit LPS, PHA, PMA oder 
ähnlichen Stimulanzien beschrieben (van Duursen et al. 2005; Nguyen et al. 2010; Hao et al. 
2013; Hanieh, 2014; Prigent et al. 2014). Es wird vermutet, dass die gesteigerte AhR-
Expression eine schützende Funktion gegenüber einer persistenten Inflammation hat, da eine 
Aktivierung von Makrophagen Ahr-defizienter Mäuse zu einer erhöhten Produktion proin-
flammatorischer Zytokine wie IL-6 oder TNF-α und einer erniedrigten Produktion anti-
inflammatorischer Zytokine wie IL-10 führte (Kimura et al. 2009; Hao et al. 2013). Aktuell-
ste in vivo/in vitro Studien von Vogel et al. zeigen, dass die Aktivierung des AhR und gestei-
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gerte Cyp1a1-Expression durch Behandlung mit LPS, aber auch klassisch mit TCDD, stark 
vom Transkriptionsfaktor NF-κB (RelA) abhängig ist und vermuten eine Bindung der NF-κB-
Untereinheit RelA an den Ah-Rezeptor (Vogel et al. 2014). Zu dem Aspekt erhöhter Cyp1a1-
Expression durch LPS waren die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit nur teilweise konsistent 
zur Literatur: 48 h-Inkubation myeloider Zellen mit LPS verursachte zwar eine signifikante 
Induktion der Cyp1a1-Expression, diese stieg im Durchschnitt auf das 67,2 ± 45,4-fache an 
(Anhang, Abbildung 105) und lag somit sogar höher als die durchschnittliche, durch TCDD-
Inkubation erreichte Cyp1a1-Expression (30 ± 25-fach). Eine Co-Inkubation der Zellen mit 
TCDD und LPS führte jedoch nicht zu einer Steigerung der Cyp1a1-Expression. Im Gegen-
teil, nach Stimulation muriner myeloider Zellen mit TCDD und LPS für 48 h zeigte sich eine 
geringere relative Cyp1a1-Genexpression als durch TCDD ohne LPS-Inkubation und war 
durchschnittlich 5,6-fach erhöht (Anhang, Abbildung 101). Auf Grund der hohen Schwan-
kungen ist aber ein genauer Vergleich der Daten schwierig. An dieser Stelle muss auch er-
wähnt werden, dass die Isolierung der RNA aus LPS-stimulierten myeloiden Zellen oft nur 
eine unzureichende Ausbeute und RNA-Qualität für weitere PCR-Untersuchungen lieferte. 
Die Daten zu Genexpression in LPS-stimulierten Zellen korrelieren zwar teilweise mit der 
Literatur, sollten aber dennoch  kritisch betrachtet werden. 
Eine 48 h-Behandlung muriner myeloider Zellen mit Calcitriol im Konzentrationsbereich von 
1-100 nM führte zu einem konzentrationsabhängigen, signifikanten Anstieg der Vdr-
Expression. Bei 30 nM stieg diese statistisch signifikant auf 9,5 ± 5,4-fach, wobei ein statis-
tisch hoch signifikanter Anstieg von 11,1 ± 6,0-fach nach Inkubation mit 100 nM ermittelt 
wurde. Diese Ergebnisse konnten auch auf Protein-Ebene beobachtet werden. Im Western 
Blot von Homogenaten Calcitriol-behandelter myeloider Zellen zeigte sich für den Vitamin-
D-Rezeptor eine konzentrationsabhängig steigende Bandenintensität bei 51 kDa. Es ist schon 
länger bekannt, dass der Vitamin-D-Rezeptor in Antigen-präsentierenden Zellen, wie Makro-
phagen und dendritischen Zellen, konstitutiv exprimiert wird und durch seine Liganden so-
wohl in vivo als auch in vitro induzierbar ist (Provvedini et al. 1983; Brennan et al. 1987; 
Veldman et al. 2000; Penna et al. 2007; Guillot et al. 2010). Nach Bindung seines Liganden 
1,25(OH)2D agiert VDR als Transkriptionsfaktor und reguliert die Expression verschiedener 
Gene, darunter vor allem das Calcitriol-abbauende Enzym 24-Hydroxylase Cyp24a1. Die 
Expression dieses Enzyms ist eine wichtige zelluläre Resonanz und wird als Mechanismus für 
den Katabolismus des 1,25(OH)2D benötigt. Cyp24a1 katalysiert den Abbau des Calcitriol in 
mehreren Schritten zu Calcitriol-Säure (Makin et al. 1989; Masuda et al. 2005). In murinen 
myeloiden Zellen konnte nach 48-stündiger Behandlung mit Calcitriol eine massive, konzent-
rationsabhängige Hochregulation der Cyp24a1-Genexpression detektiert werden. Diese er-
reichte mit 13491 ± 8825-facher Erhöhung einen Höchstwert bei einer Calcitriol-
Konzentration von 30 nM und war im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle DMSO statistisch 
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hoch signifikant. Neben der Genexpression konnte in der vorliegenden Arbeit der konzentra-
tionsabhängige, induktive Effekt des Calcitriols gegenüber Cyp24a1 auch auf Protein-Ebene 
nachgewiesen werden. Während in Homogenaten mit DMSO behandelter myeloider Zellen 
bei 65 kDa für Cyp24a1 keine Bande detektiert werden konnte, stieg die Bandenintensität in 
Homogenaten mit Calcitriol behandelter Zellen konzentrationsabhängig an. Diese Resultate 
belegen, dass murine Knochenmarkzellen nach 10-tägiger Ausdifferenzierung zu Immunzel-
len (u.a. dendritischen Zellen und Makrophagen) ein funktionell aktives und durch 
1,25(OH)2D induzierbares Cyp24a1 besitzen. Dies steht in Korrelation zu den Befunden ande-
rer Arbeitsgruppen. In humanen monozytären Zelllinien U937 und THP-1, aber auch in iso-
lierten Lymphozyten aus humanem peripherem Blut sowie murinen und humanen dendriti-
schen Zellen finden sich ebenfalls stark erhöhte Expressionswerte, im Bereich von 600- bis 
10000-fach, für das 1,25(OH)2D-responsive Enzym Cyp24a/CYP24A1 auf mRNA- und Pro-
tein-Ebene nach Behandlung der Zellen mit Calcitriol im vergleichbaren Konzentrationsbe-
reich (Penna et al. 2007; Díaz et al. 2011; Gambhir et al. 2011; Matsunawa et al. 2012).  
Eine zur Calcitriol-Behandlung simultane Stimulation mit LPS führte zur drastischen Absen-
kung der Cyp24a1-Genexpression. Nach 48 h-Inkubation myeloider Zellen mit Calcitriol und 
LPS (1 µg/ml) konnte zwar noch ein konzentrationsabhängiger Effekt auf die Cyp24a1 
mRNA beobachtet werden, jedoch nur auf einem sehr niedrigen Level. Die maximale Expres-
sion betrug nur noch 5,0 ± 3,7-fach bei 30 nM Calcitriol (vgl. Anhang, Abbildung 104). Ver-
glichen mit durchschnittlicher mRNA-Expression bei gleicher Calcitriol-Konzentration ohne 
LPS Co-Inkubation (13491 ± 8824-fach) entspricht die Expression nur noch 0,04 %. Dieses 
Ergebnis steht in Korrelation zu Beobachtungen anderer Forschungsgruppen und führt zu der 
Annahme, dass der Vitamin-D-Rezeptor und der auf LPS reagierende Toll-like-Rezeptor 
(TLR) in einem Zusammenhang stehen (Nelson et al. 2010; Gambhir et al. 2011). Es wird 
vermutet, dass die Aktivierung des TLR die Transkription von Cyp24a1 hemmt, um dadurch 
einen mitunter VDR-abhängigen, antimikrobiellen Signalweg zu aktivieren, was im Falle ei-
ner Infektion, gegenüber dem 1,25(OH)2D-Metabolismus, Priorität hätte. Zur Bestätigung, ob 
bei einer LPS-Stimulation der Calcitriol-Metabolismus herabgesenkt wird, sollte in Zukunft 
der Gehalt des Calcitriols im Mediumüberstand quantifiziert werden. Das Timing der Calcit-
riol-Gabe/VDR-Aktivierung scheint aber auch hier eine wichtige Rolle zu spielen. Denn wird 
der VDR schon vor LPS-Stimulation mit Calcitriol aktiviert, fällt die Hemmung der Cyp24a1-
Expression wesentlich geringer aus (Nelson et al. 2010; Gambhir et al. 2011). Zusammen mit 
der zuvor diskutierten Hemmung der TLRs durch Calcitriol im Hinblick auf die Zytokinaus-
schüttung (vgl. Kapitel 6.4.2.1), gibt dies einen Einblick in die antiinflammatorische Wirk-
weise des biologisch aktiven Vitamin D Metaboliten Calcitriol und über die Interaktion des 
VDR mit den TLRs. 
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6.4.4 Wechselwirkung zwischen AhR und VDR? 
Während es über die Interaktion des Ah-Rezeptors mit anderen Rezeptoren wie z.B. Gluco-
corticoid-Rezeptor, Östrogen-Rezeptor oder Retinoid-Rezeptor bereits zahlreiche Untersu-
chungen gibt (Monostory et al. 2009), ist über den Zusammenhang und die Wechselwirkung 
zwischen dem AhR und dem Vitamin-D-Rezeptor (VDR), und deren Signalwegen nur wenig 
bekannt. Deshalb waren im Rahmen dieser Arbeit die Genexpressionen von Cyp24a1, 
Cyp1a1, Ahr und Vdr nach Behandlung myeloider Zellen mit TCDD und/oder Calcitriol von 
besonderem Interesse. 
Matsunawa et al. berichteten kürzlich von einem verstärkten Benzo[a]pyren-Metabolismus 
via CYP1A1-Expression durch Aktivierung des Vitamin-D-Rezeptors. Nach Co-Inkubation 
mit Calcitriol und Benzo[a]pyren (BaP) oder TCDD in humanen Makrophagen-Zelllinien 
U937 und THP-1 stellten sie eine signifikant höhere CYP1A1-Expression fest, verglichen mit 
der Behandlung ohne Calcitriol und folgerten daraus, dass CYP1A1 ein neues Targetgen des 
VDR darstellt (Matsunawa et al. 2012). Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
zeigten nach 48 h-Inkubation ausdifferenzierter muriner myeloider Zellen mit TCDD (10-12-
10-8 M) eine konzentrationsabhängige, statistisch signifikante Steigerung der Cyp1a1-
Expression. Diese erreichte in einer TCDD-Konzentration von 1 nM eine 39,0 ± 21,9-fache 
Erhöhung (vgl. Abbildung 61). Nach Co-Inkubation der Zellen mit Calcitriol (1-100 nM) und 
TCDD (1 nM) konnte jedoch keine zusätzliche Steigerung der Expression beobachtet werden. 
Im Gegenteil, bei kleinen Calcitriol-Konzentrationen (1 nM und 3 nM) war die Expression 
des AhR-Targetgens Cyp1a1 sogar statistisch signifikant geringer verglichen mit der Expres-
sion durch 1 nM TCDD allein. In höheren Konzentrationen des Calcitriols erreichte die Ex-
pression wieder mit TCDD vergleichbare Werte (vgl. Abbildung 61). Insgesamt unterliegen 
die Werte relativ hohen Schwankungen, was unter anderem auf interindividuelle Unterschiede 
der Tiere zurückgeführt werden kann. In der vorliegenden Arbeit konnte aber gezeigt werden, 
dass die Cyp1a1-Expression bei Co-Inkubation mit Calcitriol und TCDD stark von der Inku-
bationszeit abhängig ist. Denn nach Reduktion der Inkubationszeit von 48 h auf 24 h konnte 
in myeloiden Zellen mit Calcitriol und TCDD ein Synergismus bezüglich der Cyp1a1-
Expression beobachtet werden. TCDD verursachte in einer Konzentration von 10-9 M eine 
12,3 ± 9,1-fach erhöhte Expression bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO. Die Ex-
pression stieg durch simultane Behandlung mit 30 nM Calcitriol auf 62,3 ± 34,5-fach (vgl. 
Abbildung 90 und Anhang, Abbildung 62). Verglichen mit der Behandlung nur einer der bei-
den Verbindungen, ergibt sich dieser Unterschied als statistisch signifikant und korreliert auch 
mit den Ergebnissen von Matsunawa et al. 2012. Eine Gegenüberstellung der Cyp1a1-
Expression in Abhängigkeit von der Behandlungsdauer macht den Unterschied nochmal deut-
lich (Abbildung 90). 
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Abbildung 90: relative Cyp1a1 Expression in Abhängigkeit von der Inkubationszeit. 24 h/48 h Inkubati-
on muriner myeloider Zellen mit Calcitriol (30 nM), TCDD (1 nM) und Co-Inkubation mit Calcitriol + 
TCDD (30 nM + 1 nM). MW ± SD. n≥4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. Für vollständige Statistik zu 
einzelnen Untersuchungen vgl. Abbildung 61und Abbildung 62. 
 
Es stellt sich die Frage wie es zu diesem Unterschied kommt und wieso nach 48 h kein Syner-
gismus mehr beobachtet werden kann? Verschiedene Forschungsgruppen berichten, dass sich 
Expressionsmuster verschiedener Gene in Zellen in Abhängigkeit der Zeit unterschiedlich 
ändern. So stellten beispielsweise Li et al. fest, dass bei Behandlung der humanen Hepatom-
zelllinie HepG2 mit TCDD die Expression von CYP1A1 bei längerer Inkubationsdauer als 24 
h sinkt. Die Expression von IL-1β oder TNF-α hingegen steigt mit längerer Behandlung stetig 
an (Li et al. 2010). Im Rahmen dieser Arbeit konnte in murinen Zellen keine Reduktion der 
Cyp1a1-Expression mit TCDD beobachtet werden. Nach 48 h stieg diese im Vergleich zu 24 
h-Behandlung deutlich weiter an (Abbildung 90). Der fehlende Synergismus hinsichtlich der 
Cyp1a1-Expression bei längerer Co-Inkubation mit TCDD und Calcitriol könnte daher fol-
gendermaßen erklärt werden: in murinen myeloiden Zellen wurde durch Behandlung mit Cal-
citriol die Expression des Calcitriol-abbauenden Enzyms Cyp24a1 auf mRNA- als auch auf 
Proteinebene massiv erhöht. Dies geht auch mit gesteigerter katalytischer Aktivität des En-
zyms einher. Folglich wird bei längerer Behandlung auch mehr Calcitriol metabolisiert. Dies 
hat zur Folge, dass der Effekt des Calcitriols auf Expression anderer VDR-abhängiger Gene 
verringert wird. Einen solchen zeitabhängigen Effekt des Calcitriols auf VDR-abhängige Ge-
ne beobachteten kürzlich auch Hummel et al. Bei Inkubation der Kolonkarzinomzelllinie 
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COGA-1A mit Calcitriol stellten sie eine zeitabhängig reduzierte Expression VDR-
abhängigen Gene TRPV6, IGFBP3 aber auch CYP3A4 fest (Hummel et al. 2014). Der Aspekt 
des zeitabhängigen Synergismus unterstreicht nochmals den Zusammenhang des AhR mit 
dem VDR bezüglich der Cyp1a1-Expression. Die Untersuchungen zum Effekt des Calcitriol 
bzw. TCDD in Bezug auf die Inkubationsdauer wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
aus zeitlichen Gründen nur kurz angerissen, bieten aber eine Grundlage für weitere Untersu-
chungen. 
Matsunawa et al. vermuteten als Grund für den Synergismus eine direkte Bindung des VDR 
an die DRE-Region des CYP1A1-Promoters und belegten dies anhand eines Electrophoretic 
Mobility Shift Assays (EMSA) (Matsunawa et al. 2012). Dieser Aspekt konnte im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit zwar teilweise reproduziert werden, sollte aber kritisch betrachtet wer-
den. Für die Bindung an den humanen CYP1A1-Promoter wurden Kernextrakte der humanen 
embryonalen Nierenzelllinie HEK293 verwendet, welche zuvor mit TCDD oder Calcitriol 
behandelt wurden, da HEK293-Zellen sowohl den AhR als auch den Vitamin-D-Rezeptor 
exprimieren. Diese Kernextrakte verursachten bei der elektrophoretischen Trennung auch 
einen deutlichen „Shift“ im Vergleich zur freien DNA des CYP1A1-Promoters, was für eine 
Protein-DNA-Interaktion spricht (vgl. Abbildung 75, Abbildung 76). Kritisch zu bewerten ist 
hierbei jedoch das Auftreten beider Proteine – VDR und AhR – in den Kernfraktionen der 
HEK-Zellen, unabhängig davon mit welcher der beiden Substanzen (TCDD oder Calcitriol) 
behandelt wurde (vgl. Abbildung 74). Deshalb ist hierbei eine Unterscheidung, ob nun VDR 
oder AhR an die Promoter-Sequenz gebunden hat, schwierig. Um dies weiter zu klären, wur-
den zusätzlich jeweils Antikörper gegen AhR bzw. VDR verwendet. Ein Supershift mit dem 
jeweiligen Antikörper konnte aber nicht beobachtet werden, eventuell auf Grund unzurei-
chender Trennung der Proben bei Verwendung einer kleinen Elektrophoresekammer (vgl. 
Abbildung 75, Abbildung 76). Weitere Analysen, eventuell auch mit synthetischen oder auf-
gereinigten VDR/AhR Proteinen, sind deshalb nötig, um diesen Aspekt näher zu untersuchen. 
Weiterhin konnte im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass Calcitriol 
selbst auch zur erhöhten Expression des Cyp1a1 führt. Die Expressionshöhe lag dabei im 
gleichen Größenordnungsbereich wie nach Behandlung der Zellen mit 1 nM TCDD 
(Abbildung 90). Dieses Resultat divergiert von den Beobachtungen von Matsunawa et al., sie 
hatten bei ihren Untersuchungen durch Inkubation mit dem biologisch aktiven Vitamin-D-
Metaboliten keine Induktion des Cyp1a1 festgestellt (Matsunawa et al. 2012). Diesen unter-
schiedlichen Ergebnissen können mehrere Faktoren zugrunde liegen. Zum einen muss beach-
tet werden, dass im Gegensatz zu den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit, Matsunawa et 
al. bei ihren Studien keine primären Zellen, sondern immortalisierte humane Zelllinien ver-
wendet haben, zum anderen liegt auch ein Unterschied in der gewählten Spezies vor. Primäre 
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und immortalisierte, sowie humane und murine Zellen können sich in ihrer metabolischen 
Aktivität und Genexpressionsmustern stark unterscheiden. Betrachtet man beispielsweise die 
Cyp1a1-Aktivität und Cyp1a1-Expression in primären Hepatozyten der Ratte, ist diese deut-
lich geringer als in der entsprechenden Hepatomzelllinie H4IIE (Zeiger et al. 2001; Neser, 
unveröffentlichte Dissertation 2014). Im Fall humaner Hepatozyten und der entsprechenden 
Hepatomzelllinie HepG2 ist das Verhältnis wiederum umgekehrt. Primäre Hepatozyten wei-
sen eine deutlich höhere CYP1A1-Genexpression auf als HepG2-Zellen (Wilkening et al. 
2003; Zhang et al. 2006; Lohr, Dissertation 2013). Zwischen den Spezies liegen auch deutli-
che Unterschiede vor. Am Beispiel der Cyp1a1-Expression in primären Hepatozyten zeigten 
aktuelle Untersuchungen von Forgacs et al., dass Maushepatozyten mit einem EC50-Wert von 
0,05 nM verglichen mit Ratten (EC50 = 0,08 nM) und humanen Hepatozyten (EC50 = 0,1 nM) 
am stärksten auf TCDD ansprechen (Forgacs et al. 2013). Es könnte also sein, dass die hier 
verwendeten primären myeloiden Zellen der Maus eine höhere Suszeptibilität gegenüber Cal-
citriol und der damit zusammenhängenden Cyp1a1-Expression aufweisen.  
Die Möglichkeit, dass es sich hierbei um eine teilweise AhR-unabhängige Cyp1a1-Expression 
handelt, sollte auch in Betracht gezogen werden. Beispielsweise zeigten Guigal et al. eine 
AhR-unabhängige Cyp1a1-Induktion auf transkriptioneller Ebene in CaCo-2 Zellen durch 
Behandlung der Zellen mit Serum verschiedener Spezies. Die Expressionshöhe lag dabei im 
gleichen Bereich wie die durch Inkubation mit 3-Methylcholanthren, einem bekannten AhR-
Liganden (Guigal et al. 2000). Es ist nicht auszuschließen, dass diese Induktion der CYP1A1-
Expression auf Vitamin-D-Metaboliten im Serum zurückzuführen ist. Je nach Alter, Gesund-
heitsstatus, Ernährung und Jahreszeit liegt die Calcitriol-Konzentration im Serum im pM-
Bereich. Die Konzentration des 25-Hydroxyvitamin-D ist im Serum hingegen viel höher – im 
nanomolaren Bereich (Bouillon et al. 1981; Chesney et al. 1981; Houghton et al. 2014). Bei 
Behandlung könnte 25(OH)D in die aktive Form (Calcitriol) umgewandelt werden und zur 
Induktion des CYP1A1 geführt haben. Aus dem Serum kommendes Calcitriol bei Untersu-
chungen im Rahmen dieser Arbeit kann ausgeschlossen werden. Da zur Kultivierung und Be-
handlung muriner myeloider Zellen hitzeinaktiviertes Kälberserum verwendet wurde. Calcit-
riol zeigte sich im Serum als stabil über mehrere Tage bei Raumtemperatur. Gegenüber hohen 
Temperaturen verliert es jedoch seine Stabilität (Duan et al. 2010; El-Khouri et al. 2012; Pa-
rashar et al. 2012).  
Analysen mit dem AhR-Antagonisten CH223191 deuten aber zusätzlich darauf hin, dass es 
sich bei der Cyp1a1-Expression durch Calcitriol zumindest teilweise um einen AhR-
abhängigen Effekt handelt. Die Expression des Cyp1a1 nahm durch Vorbehandlung mit dem 
AhR-Antagonisten und anschließender Calcitriol-Inkubation deutlich ab, erwies sich bei der 
statistischen Analyse jedoch aufgrund hoher Standardabweichungen als nicht signifikant 
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(p=0,091) (vgl. Abbildung 66). Ein interessanter Aspekt in diesem Zusammenhang ist, ob die 
beobachtete, durch Calcitriol induzierte Cyp1a1-Expression vom Vitamin-D-Rezeptor abhän-
gig ist. Der Versuch, im Vergleich zum AhR auch den Vitamin-D-Rezeptor zu hemmen, war 
jedoch erfolglos. In der Literatur wurde das Antihypertonikum Telmisartan als starker VDR-
Inhibitor beschrieben. In silico Berechnungen von Marshall et al. ergaben für diese Verbin-
dung eine inhibitorische Konstante von Ki≈0,04 nmol (Marshall et al. 2006). Eigene Untersu-
chungen mit Telmisartan in murinen myeloiden Zellen zeigten keinen antagonistischen Ef-
fekt. Im Gegenteil, die Vorbehandlung der Zellen mit Telmisartan (10-100 nM) und anschlie-
ßende Inkubation mit Calcitriol führte zu noch höheren Cyp24a1-Expressionen (vgl. Abbil-
dung 67). Ein Indiz dafür, dass die beobachtete Cyp1a1-Induktion durch Behandlung mit Cal-
citriol VDR-abhängig sein könnte, zeigten RT-PCR-Analysen von HepG2-Zellen nach Inku-
bation mit Calcitriol. Nach einer 48 h-Behandlung humaner Hepatomzellen mit der höchsten 
untersuchten Calcitriol-Konzentration (100 nM) stieg die CYP1A1-Expression nur marginal 
auf das 1,4 ± 0,9-fache an. HepG2-Zellen exprimieren den Ah-Rezeptor und zeigen hohe 
CYP1A1-Expressionswerte nach Behandlung mit polychlorierten aromatischen Kohlenwas-
serstoffen wie TCDD (vgl. Abbildung 37), doch wie Untersuchungen von Moya et al. zeigten, 
exprimieren HepG2 nur in sehr geringem Maße den Vitamin-D-Rezeptor (Moya et al. 2010). 
Dies könnte die geringe CYP1A1-Expression in HepG2-Zellen erklären und würde dafür spre-
chen, dass auch die Induktion der Cyp1a1-Expression durch Calcitriol in einem Zusammen-
spiel des VDR und AhR erfolgt. Welcher Mechanismus der Cyp1a1-Expression nach Behand-
lung der Zellen mit Calcitriol tatsächlich zugrunde liegt, sollte deshalb weiter untersucht wer-
den. 
Ferner wurde im Rahmen dieser Arbeit die Expression des Cyp24a1 in murinen myeloiden 
Zellen untersucht. Nach Behandlung der Zellen mit Calcitriol wurde eine massive Expression 
des Enzyms festgestellt. Nach 24 h Inkubation stieg diese bei einer 1,25(OH)2D Konzentrati-
on von 30 nM statistisch signifikant auf 2081 ± 1323-fach (vgl. Abbildung 64). Nach Verlän-
gerung der Inkubationszeit auf 48 h stieg diese weiter und ergab sich mit einer 13491 ± 8825-
fachen Erhöhung in der gleichen Konzentration als statistisch hoch signifikant (vgl. Abbil-
dung 63). Diese Daten korrelieren mit bereits publizierten Ergebnissen: Matsunawa et al. be-
obachteten in der humanen Makrophagenzelllinie U937 nach 24 h-Inkubation mit 30 nM Cal-
citriol eine über 1500-fach erhöhte CYP24A1-Expression. Außerdem berichteten Matsunawa 
et al. von einer signifikanten Steigerung der CYP24A1-Expression bei simultaner Behandlung 
der Zellen mit BaP bzw. TCDD und Calcitriol und vermuteten eine durch BaP verstärkte 
VDR/RXR-Rekrutierung an den CYP24A1-Promoter (Matsunawa et al. 2012). Im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit konnte kein synergistischer Effekt auf Expression des Calcitriol-
metabolisierenden Enzyms Cyp24a1 durch Co-Inkubation myeloider Zellen mit TCDD und 
Calcitriol festgestellt werden. Nach 24 h Behandlung mit beiden Verbindungen lag die 
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Cyp24a1-Expression mit 1381 ± 1121-facher Erhöhung im gleichen Bereich wie die erreichte 
Expression mit Calcitriol allein. Bei längerer Inkubationsdauer von 48 h war die Expression 
durch simultane Behandlung mit TCDD und Calcitriol sogar statistisch hoch signifikant um 
durchschnittlich 75 % geringer verglichen mit der Expression ohne TCDD. Die folgende Ab-
bildung 91 stellt diese Ergebnisse nochmal gegenüber. 
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Abbildung 91: relative Cyp24a1 Expression in Abhängigkeit von der Inkubationszeit. 24 h/48 h Inkuba-
tion muriner myeloider Zellen mit Calcitriol (30 nM) und/oder TCDD (1 nM). MW ± SD. n≥4. *=p≤0,05; 
**=p≤0,01; ***=p≤0,001. Für Statistik einzelner Untersuchungen vgl. Abbildung 63 und Abbildung 62. 
 
Weiterhin fällt auf, dass auch durch Inkubation mit TCDD die Expression des Cyp24a1 steigt. 
In einer Konzentration von 10 nM TCDD wurde nach 48 h in murinen myeloiden Zellen eine 
22,6 ± 16,2-fach erhöhte Cyp24a1-Expression beobachtet. Diese befindet sich zwar vergli-
chen mit Calcitriol in einem ganz anderen Größenordnungsbereich, ergibt sich jedoch bezo-
gen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO als statistisch hoch signifikant (vgl. Abbildung 
63). Diesbezüglich gibt es bislang kaum Untersuchungen. Matsunawa et al. konnten nach 
Behandlung humaner Makrophagenzelllinien mit 10 nM TCDD keinen Effekt auf Cyp24a1 
feststellen (Matsunawa et al. 2009). Die bereits angesprochenen Unterschiede bezüglich Zel-
lart und Spezies sollten hierbei auch nicht außer Acht gelassen werden. Da es sich bei den 
verwendeten murinen myeloiden Zellen nicht um eine immortalisierte Zelllinie, sondern um 
primäre Zellen handelt, bieten in vivo Untersuchungen zu dem beobachteten Ergebnis der 
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Cyp24a1-Induktion eine bessere Gegenüberstellung. So stellten Nishimura et al. bei 14-Tage-
alten C57BL/6-Mäusen, welche über Laktation mit TCDD exponiert wurden, signifikant er-
höhte Cyp27b1- und Cyp24a1-mRNA-Exressionswerte in der Niere fest (Nishimura et al. 
2009). Auch im Rahmen der Dissertation von Thomas Seibel wurden nach peroraler TCDD-
Behandlung adulter AhR-defizienter C57BL/6-Mäuse in der Niere signifikant erhöhte Expres-
sionen von Cyp24a1 und Cyp27b1 gefunden. Die Runterregulation des Gens c-myc deutet 
zusätzlich auf eine Beteiligung/Aktivierung des Vitamin-D-Rezeptors (Seibel, Dissertation 
2014). Diese Daten unterstreichen die Rolle des Ah-Rezeptors im Vitamin-D-Metabolismus 
sowie einen Zusammenhang zwischen den beiden Transkriptionsfaktoren AhR und VDR. 
Interessanterweise konnte zusätzlich beobachtet werden, dass durch das Blockieren des Dio-
xin-Rezeptors mit dem Antagonisten CH223191 auch die Expression des VDR-Targetgens 
Cyp24a1 hoch signifikant gehemmt wurde. Diese betrug nach Vorbehandlung mit dem AhR-
Antagonisten und anschließender 48 h-Inkubation mit 30 nM Calcitriol im Mittel nur noch 1 
% verglichen mit der durchschnittlichen Cyp24a1-Expression ohne Hemmung des AhR (vgl. 
Abbildung 66). Diese Daten deuten stark auf eine AhR-Abhängigkeit des Vitamin-D-
Rezeptors hin und lassen folgenden Zusammenhang vermuten: der VDR ist umso aktiver, 
wenn der „freie“ Ah-Rezeptor, ohne einen exogenen Liganden gebunden zu haben, vorliegt. 
Kommt ein AhR-Agonist – wie z.B. TCDD – ins Spiel, bindet dieser an den Ah-Rezeptor und 
aktiviert so die „klassische“ AhR-Signaltransduktion, darunter die Transkription von Cyp1a1. 
Folglich ist weniger des „freien“ AhR vorhanden, sodass die Aktivität des VDR und die 
nachgeschaltete Cyp24a1-Expression sinken. Wird der AhR durch einen Antagonisten – wie 
CH223191 – in seiner Funktion gehemmt, nimmt auch die Aktivität des VDR drastisch ab. 
Die nachfolgende Abbildung veranschaulicht schematisch den hypothetischen Zusammen-
hang von VDR und AhR in Bezug auf die Cyp24a1-Expression (Abbildung 92). Es kann na-
türlich nicht ausgeschlossen werden, dass der AhR-Antagonist CH223191 in der Lage ist, 
auch den Vitamin-D-Rezeptor zu hemmen. Diesbezüglich gibt es jedoch bislang keine Unter-
suchungen. 
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Abbildung 92: hypothetischer Zusammenhang der VDR-Aktivität vom AhR. Zum Diagramm: 48 h Inku-
bation muriner myeloider Zellen mit Calcitriol (30 nM) / Calcitriol 30 nM + TCDD 1 nM / Vorbehand-
lung mit CH223191 für 4 h und anschließende Inkubation mit Calcitriol (30 nM). MW ± SD, n≥4. 
*=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. Vgl. auch Abbildung 63, Abbildung 66. 
 
Ob und wie die beiden Transkriptionsfaktoren hinsichtlich der Cyp24a1-Expression tatsäch-
lich miteinander wechselwirken, muss weiter untersucht werden. Die Möglichkeit einer direk-
ten Protein-Protein-Interaktion zwischen den beiden Transkriptionsfaktoren sollte hierbei 
auch nicht ausgeschlossen werden, denn eine Wechselwirkung des AhR mit anderen Trans-
kriptionsfaktoren auf Proteinebene wurde bereits beobachtet. So wird beispielsweise für AhR 
eine Protein-Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor RelB, einer Untereinheit des NF-κB, 
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beschrieben (Vogel et al. 2007). Dabei bindet der AhR/RelB-Komplex in einem ähnlichen 
Muster wie AhR/ARNT an die XRE-Konsensussequenz des CYP1A1-Promoters und erhöht 
so die Expression des AhR-Targetgens ohne Teilnahme des ARNT (Vogel et al. 2007). Un-
tersuchungen mit beispielweise aufgereinigten Proteinen und anschließender  elektrophoreti-
scher Trennung, könnten Hinweise zur direkten Protein-Wechselwirkung von VDR und AhR 
liefern und sollten deshalb bei zukünftigen Analysen in Betracht gezogen werden.  
Hinsichtlich VDR und AhR sollte nicht nur die Möglichkeit einer direkten Interaktion – zu-
mal dazu bis dato nur wenige Untersuchungen durchgeführt wurden – sondern auch die Opti-
on einer indirekten Wechselwirkung berücksichtigt werden. Sowohl von VDR als auch von 
AhR ist bekannt, dass sie mit den Signalwegen einer Vielzahl anderer Rezeptoren bzw. 
Transkriptionsfaktoren interagieren und so ihre komplexen Rollen bei diversen biologischen 
Prozessen aufweisen. So wird für AhR eine Beziehung zu diversen Rezeptoren / Transkripti-
onsfaktoren wie z.B. Glucocorticoid-Rezeptor (GR), Östrogen-Rezeptor (ER), Retinoid-
Rezeptoren (RAR, RXR), Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor (PPAR) und nuclear 
factor „kappa-light-chain-enhancer“ of activated B-cells (NF-κB), um hier nur einige Besipie-
le zu nennen, beschrieben (Monostory et al. 2009). Nicht weniger interaktiv ist der Vitamin-
D-Rezeptor. Sein Mitwirken ist unter anderem bei den Signalwegen des Pregnan-X-Rezeptor 
(PXR), Constitutive androstane receptor (CAR), PPAR, wie auch NF-κB beschrieben 
(Thummel et al. 2001; Drocourt et al. 2002; Moreau et al. 2007; Pascussi et al. 2008). Auffäl-
lig bei dieser Aufzählung ist es bereits, dass die Interaktionen teilweise gleiche Signalwege 
betreffen, die einen indirekten Bezug zwischen den beiden Rezeptoren vermuten lassen.  
Hierbei fällt als erstes die Interaktion des Ah-Rezeptors mit dem Retinoid-Rezeptor (RXR 
bzw. RAR) auf. Da RXR als Dimerisierungspartner für die Funktion des VDR unerlässlich 
ist, könnte die Wechselwirkung zwischen AhR/RXR ein Hinweis zum möglichen AhR/VDR-
Crosstalk sein. Frühere Studien zeigten eine inhibierende Wirkung auf AhR-mRNA in diffe-
renzierenden Keratinozyten durch Behandlung mit Retinsäure (Wanner et al. 1995; Wanner et 
al. 1996). Erst vor Kurzem wurde die Rolle des SMRT entdeckte (silencing mediator of reti-
noic acid and thyroid receptors). AhR und SMRT bilden unabhängig von der Anwesenheit 
eines Liganden einen Komplex durch Bindung des SMRT an die PAS-b-Domäne des AhR, 
wodurch die AhR-Signalvermittlung verstärkt wird, wie in murinen Hepa-1 als auch in huma-
nen MCF-7 Zellen gezeigt werden konnte (Rushing et al. 2002). Fallone et al. hingegen 
machten den AhR/SMRT-Komplex für die Repression des AhR-Pathways durch Retinoide 
verantwortlich (Fallone et al. 2004). Schließlich schlussfolgerten Widerak et al., dass SMRT 
einen antagonistischen Effekt gegenüber beiden Signalwegen – Retinoid und AhR – ausweist. 
Die Interaktion zwischen AhR und SMRT aktiviert möglicherweise den RARα in Abwesen-
heit eines Liganden (Widerak et al. 2006). Auch für VDR ist eine Interaktion mit SMRT 
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nachgewiesen. Ohne Ligand liegt VDR bevorzugt als Homodimer vor, assoziiert mit SMRT. 
Bei Anwesenheit eines Liganden (1,25(OH)2D) kommt es bevorzugt zur Bildung des 
VDR/RXR-Heterodimers, unter teilweiser Dissoziation des SMRT, wie in murinen als auch in 
humanen Zellen nachgewiesen werden konnte (Choi et al. 2011; Meyer et al. 2013; Pike et al. 
2013). Es ist nicht auszuschließen, dass RXR bzw. SMRT bei einer Interaktion des AhR und 
VDR eine Rolle spielen, Untersuchungen zu diesem Aspekt fehlen aber bislang und sollten in 
Zukunft in Betracht gezogen werden. 
In Bezug auf die vorliegende Arbeit ist auch der NF-κB-Signalweg interessant, denn im lym-
phoiden Gewebe, wozu auch das Knochenmark gehört, ist NF-κB (RelB) besonders präsent 
und kann hier konstitutiv im Nukleus exprimiert werden (Hayden et al. 2004). NF-κB ist eine 
Familie von Transkriptionsfaktoren und beinhaltet in Säugetieren fünf Untereinheiten – RelA 
(p65), RelB, c-Rel, NF-κB1 (p105/p50) und NF-κB2 (p100/p52) (Moynagh, 2005; Hoffmann 
et al. 2006). Diese werden ubiquitär exprimiert und spielen unter anderem eine entscheidende 
Rolle im Rahmen des angeborenen und adaptiven Immunsystems. Die Transkriptionsfaktoren 
binden als Homo- oder Heterodimere an spezifische DNA-Sequenzen von Genpromotoren 
und regulieren so die Expression einer Vielzahl von Genen, darunter von Zytokinen, Wach-
stumsfaktoren oder Apoptose-Inhibitoren und wirken so auch bei zellulärer Entwicklung und 
Differenzierung mit (Ghosh et al. 1998; Li et al. 2002b; Bonizzi et al. 2004). Weiterhin kann 
NF-κB durch direkte Bindung an die Promoter-Sequenz die Expression von Cytochrom P450-
Enzymen regulieren, darunter auch CYP1A1 sowie CYP27B1, aber auch durch Interaktion mit 
den regulierenden Rezeptoren (Zordoky et al. 2009). Der NF-κB-Signalweg unterteilt sich in 
einen klassischen und einen alternativen Weg, je nach Art des Stimulus. Die nachfolgende 
Abbildung 93 zeigt schematisch diese beiden Wege.  
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Abbildung 93: Schematische Darstellung des klassischen und alternativen NF-kB-Signalweges (modifi-
ziert nach Hayden et al. 2004; Oeckinghaus et al. 2011). IκB = Inhibitor von NF-κB; IKK = IκB Kinase; 
NIK = NF-κB induzierende Kinase; p50/p65/p100/RelB = NF-κB Untereinheiten/Transkriptionsfaktoren; 
Ub = Ubiquitin. 
 
In den letzten Jahren fand man heraus, dass beide Transkriptionsfaktoren – VDR und AhR – 
durch direkte Interaktion am NF-κB-Signalweg beteiligt sind. Christoph. F. Vogel und seine 
Mitarbeiter von der Universität von Kalifornien beschäftigen sich bereits seit Jahren mit dem 
Zusammenhang des Ah-Rezeptors und NF-κB. Sie fanden beispielsweise heraus, dass der 
TCDD-aktivierte AhR mit dem Transkriptionsfaktor RelB, einer Untereinheit des NF-κB, 
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einen Komplex bildet und durch Bindung an die responsive elements, die Expression von IL-8 
hochreguliert. Des Weiteren bindet der RelB/AhR-Komplex an XRE und verstärkt so auch die 
Expression des AhR-Targetgens CYP1A1, ohne Mitwirkung des ARNT, wie Vogel et al. in 
ihren Studien mit der humanen Makrophagen-Zelllinie U937 zeigten (Vogel et al. 2007a; Vo-
gel et al. 2007b). Darüber hinaus konnten sie in einer aktuellen Studie nachweisen, dass die 
AhR-Aktivierung durch LPS von der NF-κB Untereinheit RelA (p65) abhängig ist (Vogel et 
al. 2014). In Bezug auf VDR zeigte sich in zahlreichen Untersuchungen, dass dieser eine rep-
ressive Wirkung auf NF-κB aufweist, worauf vermutlich auch seine immunsuppressive Wir-
kung beruht. Szeto et al. und Gonzalez-Pedro et al. vermuten die Inhibition auf Grund einer 
erhöhten IκB-Synthese und IκB–Stabilisierung durch VDR, während Chen et al. die Interak-
tion des VDR mit dem IKKα vermuten (Szeto et al 2007; Gonzalez-Pedro et al. 2012; Chen et 
al. 2013). Außerdem zeigten Dong et al. die Repression des Relb durch Bindung des Calcit-
riol-aktivierten VDR an den RelB-Promoter (Dong et al. 2005). Wu et al konnten weiterhin 
die Bildung eines VDR-RelA(p65)-Komplexes nachweisen, welcher die Bindung an die Pro-
moter verhindert und so die Aktivierung des NF-κB inhibiert (Wu et al. 2010). Wie man sieht, 
ist auch VDR an mehreren Stellen des NF-κB-Signalweges direkt beteiligt. Zusätzlich fand 
man heraus, dass die AhR/NF-κB-Interaktion zur Hochregulation des VDR-abhängigen Gens 
c-myc führt (Tian et al. 2009; Salehi-Tabar et al. 2012). Diese Befunde lassen vermuten, dass 
der NF-κB-Signalweg möglicherweise einen Link zwischen den beiden Rezeptoren VDR und 
AhR darstellt und sollte in diesem Zusammenhang in Zukunft genauer untersucht werden. 
Zusammenfassend kann man sagen, dass in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, 
dass die beiden untersuchten Verbindungen – das prominente Umweltgift 2,3,7,8-
Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) und der Vitamin-D-Metabolit 1,25(OH)2D – in primä-
ren myeloiden Zellen der Maus ihre klassischen Signalwege in Gang setzten und die Expres-
sion der zugehörigen Targetgene Cyp1a1 und Cyp24a1 induzierten. Bei Co-Inkubation mit 
beiden Verbindungen konnte ein zeitabhängiger Effekt beobachtet werden. Nach Behandlung 
der Zellen mit TCDD und Calcitriol für 24 h konnte ein synergistischer Effekt und signifikant 
höhere Cyp1a1-Expression nachgewiesen werden. Nach verlängerter Inkubationszeit von 48 h 
war der Synergismus nicht mehr feststellbar, vermutlich durch verstärkte Metabolisierung des 
Calcitriols. Für Cyp24a1 wurde weder nach 24 h-Behandlung noch nach längerer Inkubati-
onszeit von 48 h ein Synergismus durch TCDD und 1,25(OH)2D festgestellt. Im Gegenteil, 
Co-Inkubation mit TCDD und Calcitriol führte zu signifikant niedrigeren Cyp24a1-
Expression. Die Hemmung des AhR durch seinen Antagonisten CH223191 und anschließende 
Inkubation mit Calcitriol senkte Cyp24a1-Expression weiter und deutet auf eine Beziehung 
zwischen AhR und VDR und insbesondere auf eine Abhängigkeit des VDR vom AhR hin. 
Dieser Zusammenhang sollte weiter untersucht werden. 
Diskussion 
 
 187 
Des Weiteren konnte eine gegenseitige Aktivierung der Targetgene – Induktion des Cyp24a1 
durch TCDD und Induktion des Cyp1a1 durch Calcitriol – und teilweise AhR-Abhängigkeit 
beobachtet werden. Dies lässt ebenfalls einen Crosstalk der beiden Transkriptionsfaktoren 
vermuten. Die Interaktion könnte dabei auf eine direkte Weise (Protein-Protein-
Wechselwirkung) oder auf eine indirekte Weise über andere Signalwege (z.B. PXR, CAR, 
RXR/RAR, NF-κB) erfolgen. Der Zusammenhang sollte deshalb auch unter Berücksichtigung 
anderer Signalwege weiter untersucht werden und könnte wichtige Informationen zu weiteren 
physiologischen Funktionen der beiden Rezeptoren, insbesondere AhR, aber auch essentielle 
Informationen für die Risikobewertung am Menschen liefern. 
 

KAPITEL 7 
 
7. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK 
solierung von primären Knochenmarkzellen und deren in vitro Ausdifferenzierung zu un-
terschiedlichen Immunzellen, darunter dendritischen Zellen oder Makrophagen, bietet eine 
gute Möglichkeit zur Untersuchung der Funktionen des Immunsystems auf zellulärer Ebene 
oder zur Untersuchung von Substanzen und Wirkstoffen, welche eine Relevanz für das Im-
munsystem haben könnten. Die Problematik besteht hierbei jedoch darin, dass ohne eine 
Markierung und anschließende durchflusszytometrische Sortierung die selektive Generierung 
nur einer Zellart schwierig, um nicht zu sagen kaum möglich ist, da bereits beim Isolieren 
eine Mischung verschiedener Zellarten mit unterschiedlichen Differenzierungsgraden vor-
liegt. Die Verteilung dieser unterschiedlichen Zellen kann dabei abhängig von Gesundheits- 
und Stresszustand des Spenders stark variieren. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Knochenmarkzellen (myeloide Zellen) adulter männlicher 
C57BL/6 Mäuse isoliert und in Gegenwart des Wachstumsfaktors GM-CSF für 12 Tage kul-
tiviert, wobei hier das Interesse den adhärenten Zellen galt. Durchflusszytometrische Analy-
sen haben ergeben, dass es sich bei der adhärenten Zellpopulation um antigenpräsentierende, 
MHC II+-Zellen handelt. Es konnte weiterhin festgestellt werden, dass es sich bei den ausdif-
ferenzierten, adhärenten Zellen um eine Mischpopulation handelt: rund die Hälfte der Zellen 
wiesen den Charakter CD11c+-dendritischer Zellen auf, während die andere Hälfte den Cha-
rakter von F4/80+-Makrophagen zeigte. Bei fortschreitender Kultivierungsdauer, sowie nach 
Stimulation der Zellen mit bakteriellen Endotoxinen – Lipopolysacchariden (LPS) – sank die 
Präsentation der charakteristischen Oberflächenmarker, wobei nicht zwingend ein Verlust des 
spezifischen Zellcharakters, sondern eine Internalisierung der Marker von der Oberfläche ins 
Zellinnere der Grund dafür sein könnte (Singh-Jasuja et al. 2013). 
I 
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Zur Untersuchung, ob zwischen Zellen des Immunsystems und Zellen anderer Gewebe, insbe-
sondere im Zuge einer Abwehrreaktion nach einem Stimulus durch bakterielle Endotoxine, 
ein Crosstalk besteht, wurden Mediumüberstände LPS-stimulierter myeloider Zellen in Hepa-
tomzelllinien der Spezies Maus, Ratte und Mensch getestet. Nach 48 h-Behandlung zeigten 
die Überstände in allen Zelllinien eine Reduktion der Vitalität. Dabei erwies sich die Ratten-
hepatomzelllinie H4IIE am empfindlichsten, während in humanen Hepatomzelllinie HepG2 
der geringste Rückgang der Vitalität beobachtet wurde. Ob es sich hierbei um eine apoptoti-
sche oder um eine proliferationshemmende Wirkung handelt, sollte in Zukunft weiter unter-
sucht werden. Weiterhin wurden Überstände LPS-stimulierter myeloider Zellen im EROD-
Assay untersucht. Es zeigte sich ein signifikanter, konzentrationsabhängiger Anstieg der 
CYP1A1-Aktivität in humanen Hepatomzellen. Analysen mit dem AhR-Inhibitor CH223191 
wiesen darauf hin, dass die beobachtete CYP1A1-Aktivität zumindest teilweise AhR-
abhängig verläuft. Eine statistisch signifikante Expression des fremdstoffmetabolisierenden 
Enzyms CYP1A1 konnte auch auf mRNA-Ebene, aber nicht auf Proteinebene im Western 
Blot beobachtet werden. LPS konnte bei den Untersuchungen als Induktor ausgeschlossen 
werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Immunzellen bei einer Abwehrreaktion eine 
oder mehrere Substanzen sezernieren, welche zur erhöhten Aktivität und Genexpression des 
CYP1A1 führen. Die erhöhte Aktivität des Enzyms verläuft dabei zumindest teilweise über 
den Ah-Rezeptor. Bei HPLC-Untersuchungen der Mediumüberstände konnten unter den ver-
wendeten Bedingungen zwischen Überständen LPS-stimulierter myeloider Zellen und nicht 
stimulierter Zellen keine Unterschiede festgestellt werden. Zu einer besseren Aufklärung über 
sezernierte Substanzen sind weitere, sensitivere Analysemethoden, wie beispielsweise MAL-
DI-TOF-MS notwendig. 
Ein Vergleich dieser Ergebnisse mit der Literatur ist hierbei kaum möglich, da ähnliche Un-
tersuchungen bislang fehlen. Es wurden aber Studien publiziert, in denen von einer Reduktion 
TCDD-induzierter CYP1A1-Aktivität durch konditionierte Mediumüberstände berichtet wird 
(Paton et al. 1998; Jeong, 2001). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte durch Co-
Inkubation konditionierter Mediumüberstände mit TCDD in Hepatomzellen eine signifikante, 
konzentrationsabhängige Inhibition der EROD-Aktivität gezeigt werden. Die Inhibition wurde 
in einem schwächeren Ausmaß auch auf mRNA-Ebene bestätigt. 
Auch wenn HPLC-Untersuchungen keine Anhaltspunkte bezüglich der Unterschiede in Me-
diumüberständen LPS-behandelter und nicht behandelter myeloider Zellen lieferten, konnten 
mittels weiterer Analysen andere Differenzen festgestellt werden. ELISA-Untersuchungen 
zeigten, dass die Stimulation adhärenter myeloider Zellen mit LPS in einer massiven Aus-
schüttung inflammatorischer Zytokine (IL-1α, IL-1β, IL-6, und TNF-α) sowie von Stickoxid 
(NO) ins Medium resultierte. Diese Befunde korrelieren auch mit der Literatur. In zahlreichen 
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Studien wurde die Ausschüttung von Zytokinen nach Behandlung von Makrophagen oder 
dendritischen Zellen mit Stimulanzien wie LPS, PHA oder PMA nachgewiesen und quantifi-
ziert (Verhasselt et al. 1997; Labeur et al. 1999; Carmi et al. 2009; Xu et al. 2014). Die Aus-
schüttung der Zytokine erfolgt dabei über die Aktivierung des Toll-like-Rezeptors an der 
Oberfläche von Immunzellen durch Bindung des Stimulans, wodurch ein unter anderem NF-
κB-abhängige Signalweg in Gang gesetzt wird und schließlich zur Produktion von proin-
flammatorischen Peptiden und Proteinen führt (Kaisho et al. 2001; Lucas et al. 2003; Shi et 
al. 2006). 
Die vier quantifizierten Zytokine hatten alleine keine Wirkung auf die CYP1A1-Aktivität im 
EROD-Assay. Doch bei Co-Inkubation dieser proinflammatorischen Proteine mit TCDD 
zeigte sich eine deutliche Inhibition der EROD-Aktivität. IL-1β erwies sich im vergleichbaren 
Konzentrationsbereich gegenüber den restlichen untersuchten Zytokinen als potentester Inhi-
bitor. In der Mischung zeigten die Zytokine einen synergistischen hemmenden Effekt, erreich-
ten aber dennoch nicht das Inhibitionspotential der konditionierten Mediumüberstände. Dies 
ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass ins Kulturmedium noch weitere Zytokine aus-
geschüttet werden, wie beispielsweise IL-2 oder IFN-γ, die zur Inhibition der CYP1A1-
Aktivität beitragen (Calleja et al. 1997). Die beobachteten inhibierenden Wirkungen der un-
tersuchten Zytokine auf TCDD-induzierte CYP1A1-Aktivität stimmen mit den Berichten in 
der Literatur überein (Barker et al. 1992; Fukuda et al. 1994; Clark et al. 1995; Calleja et al. 
1997; Paton et al. 1998; Bleau et al. 2000; Jeong, 2001; Bleau et al. 2003). Was den Mecha-
nismus, der dieser Inhibition zugrunde liegt angeht, ist dieser nicht genau geklärt und in der 
Literatur werden unterschiedliche Vorschläge diskutiert, darunter beispielsweise Interaktionen 
mit anderen Signalwegen (NF-κB) oder Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (Morel et al. 
1998; Tian et al. 1999; Ke et al. 2001). 
Es lässt sich zusammenfassen, dass die Stimulation von ausdifferenzierten, antigenpräsentie-
renden Zellen mit LPS zur Ausschüttung von verschiedenen Substanzen führt, die eine teil-
weise AhR-abhängige, aktivierende Wirkung auf die Enzymaktivität und mRNA-Expression 
von CYP1A1 haben, aber auch Substanzen, die die TCDD-induzierte CYP1A1-Aktivität inhi-
bieren. Unter den inhibierenden Verbindungen konnten proinflammatorische Zytokine, identi-
fiziert werden. Die Identifizierung der aktivierenden Verbindungen ist insbesondere im Hinb-
lick auf die physiologische Rolle des Ah-Rezeptors und mögliche endogene Liganden interes-
sant. Mit den verwendeten Methoden war ein Nachweis/Identifikation der Substanz(en) nicht 
möglich und erfordert weitere, selektivere und sensitivere Analysemaßnahmen, beispielsweise 
durch Extraktion mit mehrschichtigen, magnetischen Mikropartikeln, anschließender HPLC-
Auftrennenung and MALDI-TOF-MS Analyse. 
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Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung des prominenten Umweltgifts 
2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) sowie des biologisch aktiven Vitamin D3 Meta-
boliten 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D (Calcitriol) in murinen myeloiden Zellen untersucht. Der 
Vitamin D Rezeptor wird in allen Zellen des Immunsystem exprimiert und spielt somit neben 
der Calcium- und Phosphathomöostase auch eine wichtige Rolle für das Immunsystem. Der 
Ah-Rezeptor ist aufgrund seiner starken Aktivierung durch polychlorierte/polyzyklische aro-
matische Kohlenwasserstoffe (PAKs) und der damit verbundenen Toxizität bekannt gewor-
den, doch seine physiologische Rolle ist noch immer nicht eindeutig geklärt. Erst seit ein paar 
Jahren vermutet man eine Wechselwirkung zwischen den beiden Transkriptionsfaktoren, doch 
nur wenige Untersuchungen wurden bislang diesbezüglich durchgeführt.  
In murinen myeloiden Zellen konnte nach 48 h-Behandlung eine signifikante, konzentrations-
abhängige, proliferationshemmende Wirkung des Calcitriols gezeigt werden. Diese war aber 
bei simultaner Behandlung der Zellen mit LPS nicht mehr feststellbar, da LPS selbst inhibie-
rend auf die Proliferation der Zellen wirkte. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Li-
teratur (Moore et al. 1980; Bhalla et al. 1984; Rigby et al. 1985; Yokishi et al. 1985; Nunn et 
al. 1986). Für TCDD ergab sich hingegen ein anderes Bild: ohne Stimulation mit LPS zeigte 
TCDD keine Wirkung auf die Proliferation oder Vitalität myeloider Zellen. Bei Co-
Inkubation mit dem Endotoxin LPS nahm die Vitalität der Zellen signifikant ab. Dies deutet 
darauf hin, dass TCDD bei einer bestehenden oder nachfolgenden Infektion die Zellen des 
Immunsystems stärker schädigt. Die Daten steht in Korrelation mit den Befunden von Ruby et 
al. und Park et al., die einen apoptotischen Effekt von TCDD auf stimulierte Makrophagen 
und dendritische Zellen nachweisen konnten (Park et al. 2005; Ruby et al. 2005). Bezüglich 
der Zytokinsekretion zeigte Calcitriol eine konzentrationsabhängige und signifikante Erhö-
hung des IL-1α-Levels und eine konzentrationsabhängige und signifikante Herabsenkung des 
TNF-α-Gehalts im Mediumüberstand myeloider Zellen, während die Gehalte von IL-6 und 
IL-1β unbeeinflusst blieben. Vermutlich besteht ein Zusammenhang zwischen der erhöhten 
IL-1α-Produktion und der proliferationshemmenden Wirkung des Calcitriols (Kong et al. 
2006; Maund et al. 2011). TCDD hatte hingegen keine Auswirkung auf die Sekretion der vier 
genannten Zytokine. Bei Co-Stimulation der Zellen mit LPS zeigte keine der beiden Substan-
zen einen Einfluss auf die Zytokinausschüttung. Hierbei sollten unterschiedliche Zeitpunkte 
der Inkubation weiter untersucht werden. Studien zeigen, dass TCDD und Calcitriol sich stär-
ker auf die Sekretion der Zytokine auswirken, wenn keine simultane, sondern eine vor- oder 
nachgeschaltete Behandlung mit LPS erfolgt (Zarrabeitia et al. 1992; Moos et al. 1997; Pani-
chi et al. 1998; Rier et al. 2001; Zhu et al. 2005; Gambhir et al. 2011; Zhang et al. 2012; Pel-
tier et al. 2013; Jeong et al. 2014). 
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Neu waren die Ergebnisse zur Expression der Targetgene beider Transkriptionsfaktoren – 
Cyp1a1 und Cyp24a1. Wie erwartet führte die Inkubation muriner myeloider Zellen mit 
TCDD zur konzentrationsabhängigen und signifikant erhöhten Expression des AhR-
Targetgens Cyp1a1, während die Inkubation mit Calcitriol eine massiv erhöhte Expression 
des VDR-Targetgens Cyp24a1 verursachte. Matsunawa et al. berichteten bislang als einzige 
von einem synergistischen, induktiven Effekt von Calcitriol und TCDD auf die Expressionen 
von CYP1A1 und CYP24A1 (Matsunawa et al. 2009; Matsunawa et al. 2012). Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass der synergistische Effekt durch 
TCDD und Calcitriol hinsichtlich der Expression von Cyp1a1 stark von der Inkubationsdauer 
abhängt. Während nach 24 h Behandlung die Cyp1a1-Expression durch Co-Inkubation mit 
TCDD und Calcitriol signifikant gesteigert wurde, konnte dieser Effekt nach 48 h nicht mehr 
beobachtet werden, vermutlich durch verstärkten Abbau des Calcitriols. Für Cyp24a1 konnte 
weder nach 24 h- noch nach 48 h-Behandlung mit beiden Verbindungen keine Steigerung der 
Expression nachgewiesen werden. Im Gegenteil, nach 48 h-Inkubation mit Calcitriol und 
TCDD sank die Expression des VDR-Targetgens Cyp24a1 signifikant verglichen mit der Ex-
pression mit Calcitriol alleine. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die Hemmung des Ah-
Rezeptors durch den Antagonisten CH223191 nicht nur die Cyp1a1-Expression senkte, son-
dern auch zur hoch signifikant verringerten Cyp24a1-Expression führte. Diese Daten deuten 
darauf hin, dass die Funktion des VDR vom AhR abhängt.  
Weiterhin konnte zum ersten Mal beobachtet werden, dass Calcitriol die Expression des AhR-
Targetgens Cyp1a1 in gleicher Größenordnung wie TCDD, signifikant steigerte, während 
TCDD zur erhöhten Expression von Cyp24a1 führte. Diese Ergebnisse verleiten zu der An-
nahme, dass der AhR und VDR in einem starken Bezug zueinander stehen. Diese Resultate 
zum Zusammenhang zwischen AhR und VDR liefern einen interessanten Ansatz für weiter-
führende Forschungen. Es ist noch nicht geklärt ob beispielweise eine direkte, Interakti-
on/Bindung beider Transkriptionsfaktoren vorliegt? Oder ob der Crosstalk auch von anderen 
Signalwegen, wie beispielsweise dem NF-κB-Signalweg, beeinflusst wird? Diese Fragen soll-
ten in weiteren Untersuchungen, wie beispielsweise mit Hilfe von Microarray-Analysen, ge-
klärt werden und würden einen besseren Einblick über die physiologische Rolle des „Dioxin-
Rezeptors“ AhR liefern. 
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KAPITEL 9 
 
9. ANHANG 
9.1 Weitere Daten 
 
 
Abbildung 94: Anregungs- und Emissionswellenlängen von FITC (A) und PE-Cy7 (B) für Durchflusszy-
tometrie. (http://www.bdbiosciences.com/research/multicolor/spectrumguide). 
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Abbildung 95: Isotyp-Kontrollen durchflusszytometrischer Analysen muriner myeloider Zellen. (ent-
nommen aus der Masterarbeit von Verena Ziegler (TU Kaiserslautern, Masterstudiengang Toxikologie, 
AG Prof. Dr. Dr. D. Schrenk, März 2013). 
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Abbildung 96: Zytotoxizität von Mediumüberständen myeloider Zellen in primären Rattenhepatozyten. 
Primäre Rattenhepatozyten (isoliert nach Seglen et al. 1976). 24 h-Inkubation mit LPS-stimulierten (0; 1 
bzw. 2 µg/ml) Überständen muriner myeloider Zellen in Verdünnungen 1:10; 1:5; 1:2 und unverdünnt. 
n=4. 
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Abbildung 97: Zytotoxizität von Mediumüberständen muriner myeloider Zellen in HepG2-Zellen hitze-
inaktiviert vs. nicht hitzeinaktiviert (schraffiert). Mediumüberstände muriner myeloider Zellen wurden 
zur Hitzeinaktivierung für 30 min auf 95°C erhitzt. Anschließend 48 h-Inkubation in HepG2, n=6 
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Abbildung 98: EROD-Aktivität von Mediumüberständen myeloider Zellen in Hepa-1. 48 h-Inkubation 
mit LPS-stimulierten (0; 1 µg/ml) Überständen muriner myeloider Zellen in Verdünnungen 1:10; 1:5; 
1:2 und unverdünnt (pur). n≥2. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
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Abbildung 99: EROD-Aktivität von Mediumüberständen myeloider Zellen in H4IIE. 48 h-Inkubation 
mit LPS-stimulierten (0; 1 µg/ml) Überständen muriner myeloider Zellen in Verdünnungen 1:10; 1:5; 
1:2 und unverdünnt (pur). n=4. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
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Abbildung 100: EROD-Aktivität von Mediumüberständen myeloider Zellen in primären Rattenhepato-
zyten. Primäre Rattenhepatozyten (isoliert nach Seglen et al. 1976). 24 h-Inkubation mit LPS-
stimulierten (0; 1 µg/ml) Überständen muriner myeloider Zellen in Verdünnungen 1:10; 1:5; 1:2 und 
unverdünnt (pur). n=3. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
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Abbildung 101: relative Cyp1a1-Expression. TCDD und LPS. 48 h-Inkubation muriner myeloider Zellen 
mit TCDD und LPS (1 µg/ml). x-fache mRNA-Expression von Cyp1a1. MW ± SD, n=2. 
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Abbildung 102: relative Cyp1a1-Expression. Calcitriol und LPS. 48 h-Inkubation muriner myeloider 
Zellen mit Calcitriol und LPS (1 µg/ml). x-fache mRNA-Expression von Cyp1a1. MW ± SD, n=2. 
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Abbildung 103: relative Cyp24a1-Expression. TCDD und LPS. 48 h-Inkubation muriner myeloider Zel-
len mit Calcitriol und LPS (1 µg/ml). x-fache mRNA-Expression von Cyp24a1. MW ± SD, n=2 
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Abbildung 104: relative Cyp24a1-Expression. Calcitriol und LPS. 48 h-Inkubation muriner myeloider 
Zellen mit Calcitriol und LPS (1 µg/ml). x-fache mRNA-Expression von Cyp24a1. MW ± SD, n=2. 
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Abbildung 105: relative Cyp1a1 und Cyp24a1 Expression durch LPS. 48 h-Inkubation muriner myeloider 
Zellen mit DMSO, mit und ohne LPS (1 µg/ml). x-fache mRNA-Expression von Cyp1a1 und Cyp24a1. 
MW ± SD, n≥2. *=p≤0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001. 
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Abbildung 106: Chromatographische Trennung von Aminosäuren
c=1,39 mM); Phe (8,26 min, c=9,6 mM); Trp (18,27 min, 
ACN 0 auf 100%, flow =1 ml/min; Säule: Merck
arbeit A. Messer, WS 2009/2010, AG Prof. Dr. Dr. Schrenk).
 
  
 
 inkl. UV-Spektren.
c=0,98 mM). Methode: Gradient 45 min, H
, LiChroCART® RP-18, 250-4 mm, 5 µm.
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9.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
9.2.1 Chemikalien 
Tabelle 41: Verwendete Chemikalien 
Chemikalie Hersteller 
Aceton p.a. Fisher Chemicals, Schwerte, Deutschland 
Acetonitril (HPLC Grade) J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
Borsäure Merck, Darmstadt, Deutschland 
Calcitriol/Calcitriol Biomol, Hamburg, Deutschland  
Dimethylformamid (DMF) Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Acrylamid Mix (Rotiphorese Gel 30%) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ammoniumpersulfat (APS) Merck, Darmstadt, Deutschland 
BD FACSCleanTM solution BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
BD FACSFlowTM sheath solution BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
BD FACS>TM shutdown solution BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
Bromphenolblau Merck, Darmstadt, Deutschland 
BSA Roth, Karlsruhe, Deutschland 
2-Butanol p.a. Merck, Darmstadt, Deutschland 
CellWASH BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
CH223191 Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Dicumarol Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Dimethylformamid (DMF) Merck, Darmstadt, Deutschland 
DMEM High Glucose w/o Phenolrot PAA Laboratories, Cölbe, Deutschland 
DNA, biotin labeled MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland 
DTT Applichem, Darmstadt, Deutschland 
EDTA Merck, Darmstadt, Deutschland 
Essigsäure J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
Ethanol, p.a. Merck, Darmstadt, Deutschland 
7-Ethoxyresorufin Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Fetales Kälberserum Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Fetales Kälberserum, hitzeinaktiviert PAA Laboratories, Cölbe, Deutschland 
Fluorescamin Applichem, Darmstadt. Deutschland 
GIBCO® DNase/RNase freies Wasser Invitrogen, Darmstadt, Deutschland 
Glucose Merck, Darmstadt, Deutschland 
Glycerin Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Glycin Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
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HEPES Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Interleukin IL-1α, Maus Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA 
Interleukin IL-1β, Maus Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA 
Interleukin IL-6, Maus Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA 
Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland 
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland 
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland 
Kaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland 
Kaliumphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland 
Kupfer(II)sulfat Merck, Darmstadt, Deutschland 
Lipopolysaccharid aus Escherichia coli Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Luminol Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland 
Magnesiumsulfat Merck, Darmstadt, Deutschland 
2-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Methanol (HPLC-grade) Merck, Darmstadt, Deutschland 
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
NADPH-Na4 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
α-Naphthoflavon Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Naphthylethylendiamin dihydrochlorid Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Natriumcarbonat Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland 
Natriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland 
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt, Deutschland 
Natriumnitrit Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Nonidet P40 Applichem, Darmstadt, Deutschland 
p-Dimethylaminobenzaldehyd Merck, Darmstadt, Deutschland 
p-Cumarsäure Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Phosphorsäure Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
PMSF Applichem, Darmstadt, Deutschland 
Primer MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland 
Proteaseinhibitorcocktail Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Proteinstandard, Precision Plus Protein Kalei-
doscopeTM standard 
Bio-Rad, München, Deutschland 
Resazurin-Natriumsalz Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland 
Resorufin-Natriumsalz Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
RiboZol® RNA Extraktion Reagenz VWR International, Darmstadt, Deutschland 
rm GM-CSF Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA 
RNase AWAY Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
RPMI 1640 w L-Glutamin, w Phenolrot Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
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Saccharose Merck, Darmstadt, Deutschland 
Salzsäure, 32% p.a. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Saponin Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
SDS (Natriumdodecylsulfat) Applichem, Darmstadt, Deutschland 
Sulfanilamid Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
TCDD Wellington Laboratories, Ontario, Kanada 
Telmisartan VWR International, Darmstadt, Deutschland 
TEMED Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
TNF-α Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA 
Trichloressigsäure Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Tris Pufferan® Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Trypanblau-Lösung 0,4% Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Trypsin/EDTA Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Tween® 20 Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Wasserstoffperoxid (30%) Applichem, Darmstadt, Deutschland 
Zelllinien DSMZ, Heidelberg, Deutschland 
9.2.2 Antikörper 
Tabelle 42: Verwendete Antikörper 
Antikörper Hersteller 
Antikörper für Durchflusszytometrie  
FITC Hamster Anti-Mouse CD11c BD PharmigenTM, Heidelberg, Deutschland 
FITC Hamster IgG1 λ1 Isotype Ctrl. BD PharmigenTM, Heidelberg, Deutschland 
FITC Rat IgG2a κ Isotype Ctrl eBioscience, Frankfurt, Deutschland 
FITC Anti-Mouse F4/80 Antigen eBioscience, Frankfurt, Deutschland 
Antikörper für Western Blot  
AhR (H-211) rabbit polyclonal IgG Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland 
β-Aktin rabbit monoclonal IgG Cell Signaling, Denver, USA 
CYP1A1 rabbit polyclonal IgG Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland 
CYP24A1 rabbit polyclonal IgG Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland 
VDR rabbit polyclonal IgG Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland 
goat anti-rabbit IgG-HRP conjugated Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland 
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9.2.3 Kits 
Tabelle 43: Verwendete Kits 
Kit Hersteller 
BCATM Protein Assay Kit (Pierce) Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland 
iScript cDNA synthesis Kit Bio-Rad, München, Deutschland 
iQ SYBR Green Supermix Bio-Rad, München, Deutschland 
LightShift Chemiluminescent EMSA Kit Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland 
Ready-Set-Go!® ELISA Kit eBioscience, San Diego, CA, USA 
9.2.4 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 44: Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Materialien Hersteller 
Braunglasgefäße Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Braunülen (26 G x 1) Braun, Melsungen, Deutschland 
Cryo.sTM tubes 2 ml Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland 
Einwegpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) VWR International, Darmstadt, Deutschland 
Eppendorfgefäße (1,5 ml, 2 ml) Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland 
Falcons (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland 
Gewebekulturschalen (60 mm, 100 mm) Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland 
HPLC-Vials Hartenstein, Würzburg, Deutschland 
Inserts Buddenberg, Mannheim, Deutschland 
Multiwellplatten (6, 12, 24 & 96 well) Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland 
Nylon Membran, positiv geladen Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Pasteurpipetten Roth, Karlsruhe, Deutschland 
PCR Pipettenspitzen (mit Filter) PeqLab Biotechnologies, Erlangen, Deutschland 
PCR Reaktionsgefäße (0,2 ml) Biozym, Oldendorf, Deutschland 
PCR optische Deckel Biozym, Oldendorf, Deutschland 
Pipettenspitzen Greiner Bio-one, Frickenhausen, D. 
PVDF Membran Bio-Rad, München, Deutschland 
Schwämme, Tankblotting Bio-Rad, München, Deutschland 
Spritzen (1 ml) Braun, Melsungen, Deutschland 
Spritzenvorsatzfilter (0,2 µm PTFE) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Whatman Chromatographie Filterpapier GE Healthcare, München, Deutschland 
Zellkulturflaschen (250 ml) Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland 
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9.2.5 Geräte 
Tabelle 45: Verwendete Geräte 
Geräte Hersteller 
Autoklaven  
- Varioklav Typ 500 H&P Labortechnik, München, Deutschland 
- UNOLD Elektro UNOLD, Hockenheim, Deutschland 
BD FACSCanto II BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
Biofreezer MDF-U6086S Sanyo, München, Deutschland 
Biofreezer Skadi® MS-L GmbH, Dielheim, Deutschland 
Blotting Apparatur, semi-dry Hoefer, Holliston, USA 
Brutschränke  
- BBD6220 Heraeus Heraeus, Hanau, Deutschland 
- Cytosperm Heraeus, Hanau, Deutschland 
- Heracell 240i Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland 
CFX96 Realtime PCR Bio-Rad, München, Deutschland 
Elektrophoresekammer Mini Protean III Ap-
paratur 
Bio-Rad, München, Deutschland 
Elektrophorese Netzteil, Power Pac 300 Bio-Rad, München, Deutschland 
Glasgeräte (Bechergläser, Pipetten, Messzy-
linder, Schraubverschlussflaschen) 
VWR International, Darmstadt, Deutschland 
HPLC-Anlage, Agilent Series 1200 Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland 
Inkubator Heraeus B15 Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland 
Kühlschränke, Gefrierschränke Liebherr, Karlsruhe, Deutschland  
Lichtmikroskope  
- Axioskop Zeiss, Jena, Deutschland 
- Axiovert 25 Zeiss, Jena, Deutschland 
- Zeiss IM Zeiss, Jena, Deutschland 
- Leica DM IRB Leica, Bonn, Deutschland 
Lumi Imager Roche, Mannheim, Deutschland 
Magnetrührer M3001 Heidolph Electro, Kelheim, Deutschland 
Microplate Strip Washer, ELx50 Bio-Tek, Winooski, USA 
Mini Tank Blotter Bio-Rad, München, Deutschland 
MyCyclerTM Thermocycler Bio-Rad, München, Deutschland 
NanoDrop® (ND-1000 Spektrophotometer) PeqLab, Erlangen, Deutschland 
Neubauer Improved Zählkammer Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
pH-Meter Eutech Instruments Europe B.V. AG Nijkerk, 
Niederlande 
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Pipetten  
- Eppendorf Research VWR International, Frickenhausen, Deutschland 
- Pipetman Gilson VWR International, Frickenhausen, D. 
- Pipetus ® accu-jet pro Brand GmbH, Wertheim, Deutschland 
Plattenlesegeräte  
- Fluoroskan Ascent FL Labsystems, Dreieich, Deutschland 
- Microplate Reader Synergy HAT Mul-
ti Detection 
Bio-Tek, Winooski, USA 
Rotationsverdampfer, Laborota 4000 Heidolph, Schwabach, Deuschland 
Sterilbänke  
- BSB 4A Gelaire Flow, Meckenheim, Deutschland 
- Hera Safe Heraeus, Hanau, Deutschland 
- Steag MRF-B Steag Laminarflow Prozesstechnik, Pfullingen, 
Deutschland 
- BDR BDR Luft- und Reinraumtechnik GmbH, Son-
nenbühl-Genkingen, Deutschland 
Thermomixer Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Ultraschallsonde Braun, Melsungen, Deutschland 
Vortexer, Agitateur Top Mix 11118 Bioblock Scientific, Freckendorf, Deutschland 
Waagen  
- Sartorius BP 2105 Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
- Sartorius CP64-OCE Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
- Sartorius CPA 2245 Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
Wasserbäder  
- GFL 1083 GFL, Burgwedel, Deutschland 
- Julabo 13 Julabo, Seelbach, Deutschland 
Zähler  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Zentrifugen  
- Megafuge 1.0 R Heraeus, Hanau, Deutschland 
- Microfuge R Heraeus, Hanau, Deutschland 
- Rotina 35 Beckman, Krefeld, Deutschland 
- Sigma 1-13 Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland 
- Sigma 1 L-12 Sigma Laborzentrifugen, Osterode, Deutschland 
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9.2.6 Software 
Tabelle 46: Verwendete Software 
Software Hersteller 
Ascent Software für Fluoroskan 2.6 FL Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland 
BD FACSDiva Software 6.1.2 BD Biosciences, San Jose, USA 
ChemBioOffice 2010 Perkin Elmer Informatics, Waltham, USA 
CFX Manager Software Bio-Rad, München, Deutschland 
Flowing Software 2.4.1 
Cell Imaging Core, Turku Centre for Biotechnol-
ogy, Finnland 
Gen5 1.02.8 Bio Tek, Bad Friedrichshall, Deutschland 
GraphPad Prism 5.01 GraphPad Software, San Diego, USA 
LumiAnalyst 3.0 Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland 
Microsoft Office 2007 Microsoft Corporations, Redmond, USA 
OriginPro 8.0 OriginLab, Northampton, USA 
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